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ABBREVIAZIONI 
 ANCA   Anti-neutrophil cytoplasmic autoantibodies 
 AP1   Activator protein-1 
 APC  Antigen Presenting Cell 
 APC  Allophycocyanin 
 AR  Artrite Reumatoide 
AV  Annessina V 
BPCO  Broncopneumopatia Cronica Ostruttiva 
BSA  Bovine Serum Albumin 
CARDIAK CARD domain containing serine/threonine kinase 
CCL2  CC-chemokine ligand 2 
cDNA  DNA complementare 
COPD  Chronic obstructive pulmonary disease 
CXCL  CXC-chemokine ligand 
CSE  Cigarette Smoke Extract 
CVF  Capacità Vitale Forzata 
DAMPs Danger-Associated Molecular Patterns 
DMSO Dimetilsulfossido 
DTT  Ditiotreitolo 
ds  double strand 
EDTA  Acido etilen-diamino-tetracetico 
EGTA  Acido etilen-glicol-tetracetico  
ES  errore standard della media 
FBS  Fetal Bovine Serum 
FITC  Fluorescein Isothiocyanate 
HEPES acido 4-2-idrossietil-1-piperazinil-etansolfonico  
ieDAP  Acido Diaminopimelico 
Ig  Immunoglobulin 
IB  Inibitore di NF-B  
IFN  Interferone 
IL  Interleuchina 
IP  Ioduro di Propidio  
IRAK  IL1 receptor-associated kinase 
 LPS  Lipopolisaccaride 
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 LTB4  Leukotriene B4 
 MAPK Mitogen-activated Protein Kinase 
MCP  Monocyte Chemoattractant Protein 
MDP  Muramil Dipeptide 
MyD  Myeloid differentiation primary response gene 
MMP  Matrix Metalloproteinases 
mRNA RNA messaggero 
NF-B  Nuclear Factor-B 
NLRs  NOD-like receptors 
NOD  Nucleotide Oligomerization Domain 
PAMPs Pathogen-Associated Molecular Patterns 
PE  Phycoerythrin 
PBS  Phosphate Buffer Solution 
PI3K  Phosphatidylinositol 3-kinase 
PKCε  Protein kinase Cε  
PMA  Phorbol Myristate Acetate 
PMSF  Fenil Metil Sulfonil Fluoruro 
 polyI:C Acido poliinosinico:policitidilico 
 PR3  Proteinase 3 
 PRR  Pattern Recognition Receptor  
RAGE  Receptor for Advanced Glycation End-products 
RFU  unità di fluorescenza relativa 
RT-PCR Real Time-Polimerase Chain Reaction 
SDS-PAGE  Sodio Dodecil Solfato PoliAcrilamide Gel Elettroforesi 
 TCR  T Cell Receptotor 
TGF-  Transforming Growth Factor-beta 
TLR  Toll-Like Receptor 
TNF- Tumor Necrosis Factor 
VEGF  Vascular Endothelial Growth Factor 
VEMS  Volume Espiratorio Massimo nel primo secondo 
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RIASSUNTO 
Introduzione L’Interleuchina 32 (IL32) è una citochina proinfiammatoria di 
recente identificazione prodotta dai linfociti T, dalle cellule natural killer (NK), 
dai monociti e dalle cellule epiteliali. Essa svolge un ruolo chiave nella 
regolazione della risposta immunitaria ed è espressa in maniera significativa in 
alcune patologie infiammatorie croniche e a componente autoimmune. In questo 
studio, abbiamo identificato nella Broncopneumopatia Cronica Ostruttiva (BPCO) 
un possibile modello per indagare il ruolo di IL32 nell’infiammazione. Infatti, è 
stato dimostrato che la sua espressione è elevata nei macrofagi alveolari e 
nell’epitelio polmonare di soggetti fumatori affetti da BPCO rispetto a quelli non 
fumatori. La BPCO è una malattia caratterizzata dall’ostruzione irreversibile delle 
piccole vie aeree e da uno stato di infiammazione cronica del tessuto polmonare 
dovuto all’azione di vari fattori eziologici tra cui il fumo di sigaretta. Le cellule 
epiteliali alveolari e i macrofagi alveolari sono primariamente implicati nella 
patogenesi della BPCO, poiché, in risposta al danno, secernono fattori reclutanti le 
cellule del sistema immunitario che, in seguito, sostengono la flogosi portando, 
come conseguenza ultima, alla distruzione e al rimodellamento del parenchima 
polmonare. 
Scopo della Tesi Lo scopo di questo studio è stato quello di indagare il ruolo 
di IL32 nei meccanismi di risposta al danno polmonare e nell’innesco della 
risposta infiammatoria causati dal fumo. Inizialmente, abbiamo valutato se 
l’estratto di fumo (CSE) era un fattore citotossico per le cellule epiteliali e per i 
macrofagi e se induceva la loro apoptosi; inoltre, abbiamo indagato se il fumo 
contribuiva all’attivazione delle cellule modulando l’espressione, da parte di esse, 
di citochine e di fattori di crescita proinfiammatori. In seguito, abbiamo studiato 
se il CSE induceva la produzione di IL32 da parte di queste cellule e se esisteva 
un effetto sinergico tra la loro azione e quella di altri stimoli proinfiammatori 
nella modulazione dell’espressione di questa citochina.  
Materiali e metodi Per gli esperimenti abbiamo utilizzato le cellule epiteliali 
alveolari di tipo II, A549 e i macrofagi ottenuti dal differenziamento della linea 
monocitica THP1. Le cellule sono state trattate con il CSE, con i PAMPs e con 
l’IL1β. I PAMPs utilizzati sono: il polyI:C, l’imiquimod, l’MDP e l’ieDAP. La 
vitalità cellulare è stata valutata mediante test citofluorimetrico con Annessina V; 
l'espressione genica di CCL2/MCP1, RAGE, TNF-α e di IL32 è stata effettuata 
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mediante Real Time-PCR. L’espressione proteica di IL32 è stata studiata mediante 
Western Blotting, mentre la presenza della proteina secreta è stata valutata nel 
sovranatante delle colture cellulari per mezzo del test ELISA. 
Risultati: Abbiamo dimostrato che il CSE a basse dosi (5%) era in grado di 
indurre l’apoptosi delle A549. Oltre a ciò, esso contribuiva alla loro attivazione 
inducendo un aumento dell’espressione di CCL2/MCP1 e di RAGE e, soprattutto, 
era in grado di aumentare i livelli di espressione genica di IL32, in particolare, 
quelli dell’isoforma β. Al fine di testare se il CSE rendeva le A549 più sensibili 
all’azione di altri fattori proinfiammatori, abbiamo co-trattato le cellule con CSE, 
con i PAMPs o con IL1β. Abbiamo osservato che le cellule trattate con CSE e 
IL1β avevano livelli di espressione di IL32β più alti rispetto a quelle trattate con 
gli stimoli da soli. Dall’altra parte, gli esperimenti condotti sui macrofagi hanno 
evidenziato che essi erano più resistenti all’apoptosi indotta da CSE, infatti, 
morivano solo ad alte concentrazioni (20%). Inoltre, il trattamento con CSE 
induceva un significativo aumento dell’espressione di TNF-α. Oltre a ciò, basse 
dosi di CSE aumentavano significativamente i livelli di espressione di IL32 e 
questo effetto risultava amplificato dal co-trattamento con CSE e IL1β. 
Discussione I dati ottenuti suggeriscono che il fumo rappresenta un importante 
fattore di citotossicità per l’epitelio il quale sembra avere un ruolo cruciale nelle 
fasi iniziali di risposta al danno. L’attivazione delle cellule alveolari porta alla 
produzione di mediatori dell’infiammazione che hanno il compito di reclutare i 
macrofagi i quali innescano la risposta immunitaria. IL32, sembra essere 
pesantemente coinvolta nei processi descritti poiché viene prodotta sia dalle 
cellule epiteliali che dai macrofagi e il contesto infiammatorio contribuisce ad 
amplificarne l’espressione. 
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ABSTRACT 
Background IL32 is a recently described proinflammatory cytokine produced by 
T lymphocytes, natural killer cells, monocytes and epithelial cells. Several studies 
have demonstrated the importance of IL32 in the regulation of the innate and 
adaptive immune responses, moreover, it has been found over expressed in 
inflammatory disorders and in autoimmune diseases. In this project, we focused 
our attention on studying Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) 
because we think it is a good model for studying the role of IL32 in the innate 
immunity. Infact, IL32 expression was found to be increased in alveolar 
macrophages and in lung epithelial cells of smokers with COPD compared to non-
smokers. COPD is a chronic respiratory disease characterized by an irreversible 
limitation on pulmonary airflow associated with chronic inflammation due to 
several etiological factors such as cigarette smoke. Alveolar epithelial cells and 
macrophages are primarily involved in its pathogenesis because they secrete 
cytokines and chemokines recruiting inflammatory cells which sustain the 
phlogosis. The final effect is lung parenchyma destruction and remodeling . 
Aim of the study The aim of this study was to investigate the role of IL32 in 
response to lung injury and in inflammation induced by cigarette smoke. Firstly, 
ee evaluated if cigarette smoke extract (CSE) was cytotoxic for the lung epithelial 
cells and macrophages by inducing their apoptosis; then, we investigated if CSE 
activated epithelial cells by increasing the expression of some proinflammatory 
cytokines and growth factors. Secondly, we studied if CSE induced IL32 
expression by epithelial cells and macrophages and we search for a synergic effect 
between CSE and other proinflammatory stimuli.  
Methods For our experiments we employed an alveolar epithelial cell line, A549, 
and macrophages obtained by THP1 differentiation. Cells were treated with CSE, 
with PAMPs and IL1β. The PAMPs we used were: polyI:C, imiquimod, MDP and 
ieDAP.. We evaluated cell viability with Annexin V flow cytometric assay. 
Moreover, we quantified the mRNA levels of IL32 and other cytokines such as 
CCL2/MCP1, RAGE and TNF-α with Real Time-PCR. Finally, we investigated 
IL32 protein expression by Western Blotting and we analyzed its secretion in the 
conditioned medium from cell cultures with ELISA test. 
Results We demonstrated that CSE, at low concentration (5%), was able to induce 
apoptosis of the A549. Moreover, it concurred to their activation by inducing the 
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expression of the proinflammatory CCL2/MCP1 and RAGE and, more 
importantly,  we found that it increased IL32 transcript levels, particularly those 
of isoform β. In order to test if CSE made epithelial cells more susceptible to the 
action of other proinflammatory stimuli, cells were treated with CSE together with 
PAMPs or IL1β. We observed that cells treated with IL1β and CSE showed higher 
levels of IL32β mRNA compared to those treated with the single stimuli. On the 
other hand, macrophages resulted to be more resistant to apoptosis induced by 
CSE dying only at high concentration (20%). Moreover, CSE induced a 
significant increase of TNF-α expression. More importantly, macrophages treated 
with CSE showed higher levels of IL32 compared with non-treated cells and this 
effect resulted to be amplified when they were co-stimulated with IL1β. 
Discussion These data suggest that cigarette smoke represents an important 
cytotoxic factor for the epithelium which seems to have a key role in the initial 
lung injury response. Alveolar epithelial cells activation leads to the production of 
some factors which recruit macrophages whom trigger the immune response. IL32 
seems to be strongly involved in these processes because it is produced both by 
epithelial cells and macrophages and its expression seems to be enforced by the 
inflammatory setting. 
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INTRODUZIONE 
 
INTERLEUCHINA 32 (IL32) 
 
 L’IL32 è una citochina proinfiammatoria di recente identificazione che 
svolge un ruolo chiave nella regolazione della risposta immunitaria e adattativa, 
tuttavia i meccanismi  attraverso cui agisce devono essere ancora chiariti. 
Originariamente, IL32 fu identificata come prodotto di trascrizione nelle cellule 
natural killer (NK), nei linfociti T, nei monociti e nelle cellule epiteliali attivate e 
fu denominata “trascritto 4 delle cellule Natural Killer” (NK4). Successivamente, 
si dimostrò che questo trascritto codificava per una proteina con caratteristiche 
simili alle citochine proinfiammatorie e gli venne attribuito il nome di IL32 [1]. 
Il gene che codifica per IL32 è localizzato sul braccio lungo del cromosoma 16 
nel locus 13.3 (16p13.3) ed è organizzato in otto piccoli esoni. Sono state descritte 
6 varianti di splicing del trascritto che vengono tradotte in 6 diverse isoforme 
della proteina: IL32α, β, γ, δ, ε e ζ. Le differenze funzionali tra di esse non sono 
note, tuttavia è noto che l'isoforma γ corrisponde al trascritto identificato in 
origine (NK4) ed è la più attiva biologicamente sebbene anche le altre isoforme 
siano attive. Le isoforme α e β, invece, sono quelle più abbondanti nelle cellule; 
infine, le isoforme ε e ζ, di più recente identificazione, sono espresse solo nei 
linfociti T attivati [2]. 
L’IL32 è in grado di indurre la secrezione, da parte dei monociti, di diverse 
citochine proinfiammatorie tra cui Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α), 
Macrophage Inflammatory Protein 2 (MIP2), IL1β, IL6 e IL8. Inoltre, è in grado 
di indurre la differenziazione dei monociti in macrofagi e di attivare le vie del 
segnale di Nuclear Factor-κB (NF-κB) e di p38 Mitogen-Activated Protein 
Kinase (MAPK) [3, 4]. 
 
IMPLICAZIONI DI IL32 nelle MALATTIE INFIAMMATORIE e 
AUTOIMMUNI 
 
L’IL32 è stata proposta come regolatrice della risposta immunitaria innata 
e adattativa in vitro, e sembra avere un ruolo nel processo flogistico che 
caratterizza numerose malattie infiammatorie croniche e autoimmuni come, per 
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esempio, l'artrite reumatoide (AR), il morbo di Crohn, la colite ulcerosa e la 
Broncopneumopatia cronica ostruttiva (BPCO). 
Uno studio recente riguardante il Morbo di Crohn ha dimostrato che IL32 agisce 
in sinergia con i ligandi dei recettori intracellulari Nucleotide-binding 
Oligomerization Domain (NOD1 e NOD2) -like receptors (NLRs)  per la sintesi 
di IL1β e IL6 nelle cellule polimorfonucleate. Nello stesso studio la citochina 
risultava over-espressa nelle cellule epiteliali del colon dei pazienti affetti dalla 
malattia [5]. Un altro studio ha dimostrato che l'espressione di IL32 aumenta nella 
mucosa intestinale di pazienti affetti dal Morbo di Crohn e in quelli affetti da 
colite ulcerosa. In questi soggetti è stato riscontrato che IL32 agiva secondo un 
meccanismo di feedback positivo, infatti, l'azione di TNF-α sulle cellule epiteliali 
promuoveva l'espressione di IL32 che a sua volta stimolava la produzione di TNF-
α da parte dei monociti. Tale meccanismo favoriva il perpetuarsi 
dell'infiammazione cronica tipica di queste patologie [6]. 
Recentemente, Alsaleh e collaboratori hanno studiato il ruolo di IL32 nell’AR. 
Essi hanno osservato che i livelli di IL32 erano significativamente aumentati nel 
tessuto sinoviale di pazienti affetti da AR e che la sua espressione correlava 
positivamente con il grado di severità dell'infiammazione articolare e con i livelli 
di espressione di TNF-α e di IL1β. Inoltre, essi hanno dimostrato che la 
produzione di IL32 era a carico dei fibroblasti sinoviali ed era mediata 
dall'attivazione della via dei Toll Like Receptors (TLRs). La sintesi della citochina 
da parte dei fibroblasti sinoviali sembrava essere strettamente legata alla 
produzione da parte dei macrofagi e delle cellule dendritiche, di citochine pro 
infiammatorie che, a loro volta, stimolavano la produzione, da parte dei 
fibroblasti, di IL32 [7]. 
In un altro studio, Calabrese e collaboratori hanno osservato che l’espressione di 
IL32 aumentava nei macrofagi alveolari e nell'epitelio alveolare dei polmoni di 
soggetti fumatori affetti da Broncopneumopatia Cronica Ostruttiva (BPCO) 
rispetto a soggetti fumatori non affetti e a soggetti sani non fumatori. Inoltre, nei 
pazienti affetti da BPCO, l’espressione di IL32 era direttamente proporzionale ai 
livelli di espressione di TNF-α, allo stato fosforilativo di p38 MAPK e al numero 
di neutrofili e linfociti T nell’infiltrato infiammatorio. Queste evidenze hanno 
suggerito agli studiosi che IL32 potrebbe contribuire alla caratteristica risposta 
immunitaria di tale patologia [8]. 
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Infine, IL32 è stata dimostrata essere implicata in patologie autoimmuni come la 
granulomatosi di Wegener, una vasculite necrotizzante su base autoimmune 
caratterizzata dalla presenza in circolo degli anticorpi anti-citoplasma dei 
neutrofili. IL32 è nota legarsi specificatamente all'enzima Proteinase 3 (PR3), una 
serin-proteasi espressa dai neutrofili e dai monociti, capace di degradare molte 
proteine della matrice extracellulare come l’elastina, la fibronectina, il collagene 
di tipo IV. PR3 è il principale autoantigene nella granulomatosi di Wegener e 
un'aumentata espressione di PR3 si è riscontrata anche nei pazienti affetti da AR, 
Morbo di Crohn e colite ulcerosa. Il legame tra IL32 e PR3 comporta un aumento 
dell'attività proinfiammatoria della citochina stessa, perciò alcuni studiosi 
suggeriscono che l'inibizione specifica di tale legame o l'inattivazione di IL32, 
mediata dall'inattivazione dell'enzima, potrebbero rappresentare una nuova 
strategia terapeutica nelle patologie autoimmuni [9]. 
 
IL32 e STUDI IN VITRO 
 In questi ultimi anni sono stati condotti numerosi studi in vitro per 
identificare i meccanismi attraverso cui IL32 viene sintetizzata o agisce. 
Goda e collaboratori, per esempio, hanno studiato il ruolo di IL32 nell'apoptosi 
dei linfociti T, delle cellule NK attivate e delle cellule HeLa. In questo studio, 
IL32 risultava over-espressa nelle cellule T ed NK apoptotiche suggerendo che la 
citochina fosse implicata nell'attivazione dell'induzione della morte cellulare. Il 
meccanismo attraverso cui questo avviene non è stato ancora chiarito, ma 
potrebbe dipendere da un'attività intracellulare di IL32. Ciò è supportato dal fatto 
che il silenzia mento di IL32 nelle cellule HeLa le proteggeva dall'apoptosi [10]. 
Successivamente, Ko e collaboratori hanno dimostrato che le cellule epiteliali 
alveolari A549 sono in grado di produrre IL32 se stimolate con IL1β. Essi 
osservarono che ciò può avvenire sia attraverso un meccanismo Myeloid 
differentiation primary response gene (88) (MyD88)-dipendente sia attraverso un 
meccanismo MyD88-indipendente. La via MyD88-dipendente viene modulata 
dall'attivazione della chinasi IRAK1 (receptor-associated kinase 1) che, a sua 
volta, stimola la fosforilazione di p38. La via MyD88-indipendente viene invece 
innescata dall'attivazione di PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) (PI3K) che 
induce l'attività trascrizionale di AP-1 (activator protein-1) [11]. 
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Recentemente, è stato osservato che nei monociti THP1 stimolati con Phorbol 
Myristate Acetate (PMA), IL32 interagiva con la protein chinasi Cε (PKCε) e con 
il fattore di trascrizione STAT3 secondo un meccanismo di feedback positivo per 
la sintesi di IL6.  Infatti, è stato osservato che l'interazione cellulare di IL32 con 
PKCε e STAT3 promuoveva il legame di STAT3 al promotore di IL6; ciò aveva 
come effetto un aumento dello stato di fosforilazione di STAT3 e l'aumento della 
secrezione di IL6 [12]. 
Infine, di recente, è stato documentato che IL32 partecipa anche alla risposta 
contro le infezioni virali: infatti, uno studio del 2011 di Zepp e collaboratori ha 
evidenziato che IL32 stimolava la produzione di IFN-α e -β nelle cellule 
amniotiche di WISH e nelle cellule endoteliali HUVEC trattate con analoghi 
sintetici virali. Oltre a ciò, IL32 contribuiva all'apoptosi delle cellule infette 
impedendo la traduzione delle proteine virali da parte di esse. Dall’altra parte, 
l'inibizione di IL32 rendeva le cellule più suscettibili alle infezioni virali [13]. 
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LA BRONCOPNEUMOPATIA CRONICA OSTRUTTIVA 
 
DEFINIZIONE 
 La Broncopneumopatia Cronica Ostruttiva (BPCO) è una malattia 
dell’apparato respiratorio definita, secondo le linee guida del Progetto Mondiale 
per la Diagnosi, il Trattamento e la Prevenzione della Broncopneumopatia 
Cronica Ostruttiva (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease-
GOLD), come una “frequente malattia prevenibile e trattabile, caratterizzata da 
una persistente limitazione al flusso aereo, che è solitamente evolutiva e associata 
ad una aumentata risposta infiammatoria cronica delle vie aeree e del polmone a 
particelle nocive o gas. Le riacutizzazioni e la presenza di comorbidità 
contribuiscono alla gravità complessiva nei singoli pazienti” [14]. 
Si tratta di una patologia progressiva e invalidante che causa un deterioramento 
della funzionalità respiratoria attraverso l’ostruzione, non del tutto reversibile, 
delle vie aeree, la distruzione del parenchima polmonare e la perdita di elasticità 
tissutale. Inoltre, è associata ad uno stato di infiammazione cronica del tessuto 
polmonare che porta ad un vero e proprio rimodellamento dei bronchi, con una 
riduzione consistente della capacità respiratoria [15]. 
La malattia si manifesta clinicamente con tosse e produzione di espettorato, 
dispnea (inizialmente da sforzo e poi anche a riposo), respiro sibilante, costrizione 
toracica ed enfisema. Inoltre, la BPCO si associa a significativi effetti 
extrapolmonari quali insufficienza cardiaca cronica, alterazioni del metabolismo 
osseo come l’osteoporosi, anemia, diabete, alterazioni muscolari (perdita di massa 
muscolare), cachessia e infiammazione sistemica. Questo quadro provoca nei 
pazienti una graduale riduzione della capacità a svolgere le attività quotidiane in 
casa e al lavoro, determinando un’invalidità cronica [16]. 
 
EPIDEMIOLOGIA  
 La BPCO rappresenta una delle principali cause di morbilità e mortalità 
nel mondo e comporta un notevole costo economico e sociale che è in continua 
crescita. Ad oggi, rappresenta la quinta causa di morte a livello mondiale e, dati 
recenti, indicano che la mortalità è in costante aumento: si stima che entro il 2020 
possa diventare la terza causa di morte nel mondo. 
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La prevalenza, la morbilità e la mortalità sono maggiori nei paesi industrializzati a 
causa soprattutto dell’aumento dell’abitudine tabagica, ma l’incidenza della 
malattia sta aumentando anche nei paesi in via di sviluppo sia per l’esposizione 
all’inquinamento di combustibili del legno e altre biomasse  sia per una più lunga 
aspettativa di vita. Studi epidemiologici condotti in Europa hanno indicato che il 
4-6% della popolazione adulta soffre di BPCO. La BPCO è significativamente più 
diffusa nei soggetti fumatori ed ex-fumatori rispetto ai non fumatori, negli anziani 
(oltre i 65 anni) e  negli uomini rispetto alle donne. In questi ultimi anni, tuttavia, 
la mortalità maschile è andata diminuendo mentre quella femminile aumentando a 
causa dell’incremento dell’abitudine tabagica nelle donne [17]. 
 
RIACUTIZZAZIONI E COMORBIDITÀ 
 I pazienti affetti da BPCO vanno incontro a ricorrenti episodi di 
riacutizzazione dei sintomi respiratori, caratterizzati dall’aumento di dispnea, 
tosse e produzione di espettorato. Le riacutizzazioni comportano un rischio 
elevato di morbidità e di mortalità e influiscono sul declino più rapido della 
funzionalità respiratoria oltre che ad avere un forte impatto sulla qualità della vita 
del paziente. La principale causa delle riacutizzazioni sono le infezioni 
respiratorie da batteri e/o virus [18]. 
Le comorbidità, cioè la presenza di patologie concomitanti, hanno un importante 
effetto sulla prognosi dei pazienti poiché comportano un aumentato rischio di 
complicazioni cliniche durante le riacutizzazioni. Queste comorbidità sono 
rappresentate da patologie cardiovascolari (coronaropatie, infarto del miocardio, 
aritmie, ipertensione); da disordini metabolici (diabete), da tumori del polmone, 
alterazioni muscolo-scheletriche e alterazioni ossee (osteoporosi), da alterazioni 
ematopoietiche (anemia) e da disfunzioni renali [16, 19, 20]. 
 
FATTORI di RISCHIO 
 La BPCO è una patologia ad eziologia multifattoriale e deriva 
dell’interazione tra fattori di tipo ambientale e fattori individuali che, da soli o in 
sinergia, determinano il grado di suscettibilità del soggetto allo sviluppo della 
malattia [21]. I fattori ambientali principali sono il fumo di sigaretta, 
l’inquinamento outdoor e indoor, l’esposizione professionale, lo stato 
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socioeconomico, la dieta e le infezioni respiratorie. Tra i fattori individuali 
particolare importanza rivestono i fattori genetici, l’età, il sesso, il basso peso alla 
nascita e lo sviluppo polmonare. 
 
FUMO di SIGARETTA 
 Sebbene il fumo di tabacco, in particolare quello di sigaretta, sia il 
principale fattore di rischio della BPCO, solo il 10-20% dei fumatori sviluppa la 
malattia; inoltre, tale patologia può insorgere anche in soggetti non fumatori. Il 
fumo di sigaretta contiene più di 4700 composti chimici e ossidanti, tra 10
4
-10
6
 
radicali liberi che possono generare, in presenza di ferro libero (Fe
2+
), radicali 
idrossile (OH) e perossido di idrogeno (H2O2) attraverso la reazione di Fenton. 
Questi composti portano ad un aumento del carico ossidativo nelle cellule 
danneggiando il tessuto polmonare. Lo stress ossidativo, in particolare, innesca il 
reclutamento di cellule infiammatorie, macrofagi e neutrofili, che rilasciano 
enzimi proteolitici e citochine proinfiammatorie che danneggiano la parete 
alveolare e inducono una risposta infiammatoria cronica [22]. Il danno del fumo 
sull’apparato respiratorio è cumulativo, dipende, cioè, dalla quantità e dalla durata 
dell’esposizione, dal numero di sigarette fumate quotidianamente e dal numero di 
anni passati a fumare. L’unico intervento utile a rallentare i processi patologici 
innescati dal fumo è smettere di fumare [21]. 
 
INQUINAMENTO OUTDOOR e INDOOR 
 L’inquinamento outdoor, ovvero l’inquinamento atmosferico, è 
rappresentato dalle particelle corpuscolate che derivano dalla combustione dei 
combustibili fossili, dagli ossidi di azoto e di zolfo e dall’ozono prodotti dal 
traffico veicolare nelle città. L’inquinamento indoor, invece, interessa le 
abitazioni, gli uffici, gli esercizi commerciali e in generale tutti gli ambienti 
confinati. Gli inquinanti di questo tipo comprendono il fumo di tabacco 
nell’ambiente (fumo passivo), il particolato sospeso prodotto dalla combustione di 
biomasse usate per la cottura dei cibi e per il riscaldamento in ambienti 
scarsamente ventilati, fonti di NO2 come le cucine a gas o a cherosene e le caldaie, 
la formaldeide presente nelle sostanze adesive, nelle pitture e negli arredamenti. 
Altri inquinanti sono i composti organici volatili come i solventi, le vernici, oltre 
che le muffe e gli acari caratterizzati da un forte potere allergizzante [21, 23]. 
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STATO SOCIOECONOMICO e NUTRIZIONE 
 Un basso livello di stato socioeconomico si associa a prevalenze di BPCO 
più elevate rispetto alla popolazione generale. Anche una dieta povera di sostanze 
antiossidanti quali frutta e verdura e l'abuso di alcool sono correlati al rischio di 
sviluppare patologie respiratorie croniche di tipo ostruttivo [23]. 
 
ESPOSIZIONE PROFESSIONALE 
 L’esposizione cronica a polveri, fumi, sostanze chimiche e gas 
contribuisce allo sviluppo della malattia soprattutto in quei paesi a medio e basso 
reddito dove le leggi sulla sicurezza sul lavoro sono meno severe o vengono 
ignorate. Lavoratori particolarmente a rischio sono coloro che lavorano nei settori 
metallurgico e minerario poichè entrano in contatto con sostanze quali il cadmio, i 
cristalli di silice, il carbone; i coltivatori del grano che inalano le polveri di 
cereali; gli addetti alla lavorazione della carta e del cotone; i lavoratori dei settori 
tessili, edile e chimico che usano solventi organici come formaldeide o stirene 
[24]. 
 
FATTORI GENETICI 
  La predisposizione genetica gioca un ruolo essenziale nello sviluppo della 
malattia. Nel 1-3% dei casi, lo sviluppo della BPCO è correlato al deficit 
ereditario di α1-antitripsina (AAT), un enzima la cui funzione primaria è quella di 
inibire le proteasi seriniche tra cui l’elastasi neutrofila. L'AAT viene sintetizzata 
dalle cellule del fegato, dai macrofagi alveolari e dalle cellule epiteliali polmonari 
e, successivamente, immessa nel circolo sanguigno. Un polimorfismo nella 
regione del promotore del suo gene causa una diminuzione della sua espressione 
proteica e, di conseguenza, una riduzione dei livelli circolanti di proteina. In 
questo modo, l'AAT non è più in grado di inibire l'azione delle proteasi [25]. 
 Altri fattori genetici riguardano polimorfismi o mutazioni nel gene dell’α1-
antichimotripsina (l'inibitore della catepsina G), il deficit dell’epossido idrolasi 
microsomiale, della glutatione-S-transferasi (GTS) e dell’eme ossigenasi-1 che 
riducono l’azione ossidante del fumo di tabacco. Inoltre, un polimorfismo nella 
regione del promotore del gene che codifica per il TNF-α è legato a una 
produzione più elevata della citochina che si ritrova in alte concentrazioni 
nell'espettorato di pazienti affetti dalla malattia [25, 26]. Infine, 3 polimorfismi a 
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singolo nucleotide (SNPs) nel gene codificante per il TGF-β1 (uno nella regione 
del promotore e due nella regione del 3') predispongono alla patologia [27]. 
 
DIAGNOSI e TRATTAMENTO 
 La diagnosi di BPCO deve essere presa in considerazione per tutti i 
pazienti che presentano dispnea cronica ed evolutiva, tosse, iperproduzione di 
espettorato e/o una storia di esposizione ai fattori di rischio per la malattia. La 
spirometria rappresenta l’esame di base per misurare la funzionalità respiratoria 
che è spesso alterata nei pazienti con BPCO anche prima della comparsa di 
sintomi importanti. Nei pazienti affetti da BPCO il valore del Volume Espiratorio 
Massimo nel primo secondo (VEMS) è molto minore rispetto a quello teorico di 
un soggetto sano e ciò è motivato dal fatto che le loro vie aeree inferiori sono 
distrutte e/o ostruite. Inoltre, i soggetti con bronco-ostruzione hanno un rapporto 
VEMS/CVF (Capacità Vitale Forzata ) minore del 70%. 
La spirometria consente anche la valutazione degli scambi gassosi che avvengono 
attraverso la membrana alveolo-capillare. Nella BPCO c'è una parziale distruzione 
dei setti alveolari e ciò ha come conseguenza la riduzione della diffusione dei gas 
attraverso tale membrana. Le linee guida internazionali classificano la BPCO in 4 
stadi di gravità (I = lieve, II = moderata, III = grave, IV = molto grave) in 
funzione dei sintomi e del grado di ostruzione bronchiale.  
 Il trattamento della malattia consiste nell’uso regolare dei broncodilatatori 
a lunga durata d’azione dalla fase moderata alla fase grave e l’uso di cortisonici 
per via inalatoria solamente per i pazienti gravi e con frequenti riacutizzazioni. 
Tuttavia, è importante sottolineare che oltre al trattamento farmacologico sono 
fondamentali la riabilitazione, la terapia nutrizionale e l’ossigenoterapia 
domiciliare. Infine, un atteggiamento di prevenzione è ritenuto necessario e 
consiste nella riduzione o eliminazione dei fattori di rischio, primo fra tutti 
l'astensione dall'abitudine al fumo di tabacco. Infatti, vi sono chiare evidenze che 
smettere di fumare è il provvedimento più efficace per ridurre il rischio di BPCO 
e la progressione della malattia. Notevole peso ha l’inquinamento ambientale 
perciò il controllo degli ambienti di lavoro è importante per contenere 
l’insorgenza delle forme della malattia cosiddette professionali. 
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PATOGENESI 
 La BPCO è una malattia ad eziologia complessa e presenta un notevole 
grado di eterogeneità sia clinica che funzionale nei pazienti. La patogenesi della 
BPCO non è stata ancora del tutto chiarita, tuttavia,sono stati individuati tre 
processi patogenetici fondamentali che ne spiegano i caratteristici aspetti 
istopatologici: infiammazione cronica, alterazione del bilancio 
proteasi/antiproteasi e stress ossidativo. I sintomi, le alterazioni funzionali e le 
complicazioni extra-polmonari della malattia sono riconducibili alla risposta 
infiammatoria cronica che si instaura in seguito al danno provocato dall’agente 
eziologico [28]. 
La BPCO è caratterizzata dal restringimento delle piccole vie aeree (bronchiolite 
ostruttiva) e dalla progressiva distruzione del parenchima polmonare che porta 
alla rottura dei setti interalveolari e alla riduzione della forza elastica polmonare 
(enfisema). La bronchiolite ostruttiva è caratterizzata da fibrosi, ipertrofia del 
muscolo liscio e da infiltrazione di macrofagi e linfociti; l'enfisema, invece, è 
causato dalla degradazione del tessuto connettivo da parte delle proteasi (elastasi e 
proteinasi 3, prodotte dai neutrofili, catepsina G) che distruggono le componenti 
del tessuto connettivo, in particolare l’elastina che non può essere rigenerata, 
causando la distruzione del parenchima polmonare. Il meccanismo che provoca 
questa trasformazione è dovuto all'azione di agenti irritanti inalati che attivano le 
cellule epiteliali polmonari e i macrofagi i quali rilasciano fattori chemotattici 
(CC-chemokine ligand 2 (CCL2), CXC-chemokine ligand 1 e 8 (CXCL1 e 
CXCL8), Leukotriene B4 (LTB4)) che reclutano le cellule infiammatorie nella 
sede del danno. Le cellule infiammatorie, insieme alle cellule epiteliali attivate e 
ai macrofagi residenti, rilasciano proteasi, la cui azione non è più sufficientemente 
bilanciata dalle antiproteasi e perciò causano la degradazione dell'elastina e infine, 
l'enfisema. Inoltre, le cellule epiteliali e i macrofagi rilasciano Trasforming 
Growth Factor β (TGF-β) che agisce sui fibroblasti inducendone la proliferazione 
e stimolando la produzione di citochine proinfiammatorie come TNF-α, IL1β, IL6 
che amplificano l'infiammazione e contribuiscono all'instaurarsi della fibrosi. 
 Dall'altra parte, altri fattori coinvolti nella patogenesi dell'enfisema sono le 
metalloproteasi (MMPs) prodotte dai macrofagi e dai neutrofili, in particolare 
MMP1 e MMP9. Solitamente l'azione delle proteasi e delle MMPs è contrastata 
da un eccesso di antiproteasi (α1-antitripsina, α1-antichimotripsina) e di inibitori 
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tissutali (TIMPs), ma nella BPCO si verifica uno squilibrio locale tra questi 
enzimi che si realizza per un eccesso di proteasi o per un difetto di antiproteasi 
(per esempio per il deficit dell’α1-antitripsina) [29, 30]. 
 Un altro fattore che contribuisce ai meccanismi patogenetici della malattia 
è il danno imputabile allo stress ossidativo. Lo stress ossidativo interviene 
nell’amplificazione e nel mantenimento della risposta infiammatoria e rende il 
polmone più vulnerabile all’esposizione ad agenti chimici o infettivi presenti 
nell’aria respirata. Il fumo di sigaretta contiene elevate quantità di specie reattive 
dell’ossigeno (ROS); Oltre a ciò, le cellule infiammatorie generano e liberano 
ossidanti. L’ossidazione delle antiproteasi può ridurre la loro attività enzimatica e 
gli ossidanti possono attivare le MMP aumentando la proteolisi. Inoltre, gli 
ossidanti sono in grado di attivare la via del segnale di MAP chinasi, di attivare il 
fattore di trascrizione activator protein-1 (AP-1), di inattivare l’inibitore di NF-
κB, IκBα, causandone l’attivazione  e quindi di  indurre l’espressione di citochine 
proinfiammatorie come TNF-α, IL8 e IL6 (Fig. 1) [31, 32]. 
 
 
FIG. 1.  Infiammazione cronica e BPCO. Il fumo di sigaretta e altre particelle irritanti attivano i 
neutrofili, i macrofagi, le cellule epiteliali e le cellule dendritiche, le cellule T e B, e i fibroblasti  
che rilasciano citochine, chemochine e proteasi che amplificano e alimentano la risposta 
infiammatoria (Figura tratta da Chung et al., 2007)[29]. 
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 Studi recenti hanno dimostrato che anche l'apoptosi contribuisce alla 
patogenesi della BPCO, in particolare allo sviluppo dell'enfisema: molti fattori 
associati alla malattia (fumo di sigaretta, particelle nocive, etc.) possono causare 
apoptosi delle cellule epiteliali alveolari che sono la principale fonte del fattore di 
crescita endoteliale vascolare (VEGF) che agisce come fattore di sopravvivenza 
delle cellule endoteliali ed epiteliali in risposta al danno. La diminuzione 
dell'espressione di VEGF come conseguenza dell'apoptosi delle cellule epiteliali, 
porta all'apoptosi delle cellule endoteliali alveolari e ad un incremento dell'attività 
elastolitica nel polmone [33]. 
 
AUTOIMMUNITÀ e BPCO 
Una recente teoria patogenetica sulla BPCO propone la presenza di una 
componente autoimmune che potrebbe spiegare la diversa suscettibilità allo 
sviluppo della malattia in soggetti diversi. Tale ipotesi prende spunto dalla 
considerazione di alcune caratteristiche della patologia come, ad esempio, la 
caratteristica risposta infiammatoria che persiste anche eliminando l’esposizione 
ai fattori di rischio, la presenza di riacutizzazioni, la familiarità e la condivisione 
degli stessi mediatori cellulari e molecolari di alcune malattie a patogenesi 
autoimmunitaria. Secondo tale ipotesi una risposta immunitaria di tipo acquisito e 
la perdita di tolleranza verso gli auto-antigeni sarebbero una componente 
essenziale nella patogenesi della BPCO [34]. A sostegno di questa ipotesi alcuni 
studi hanno evidenziato la presenza, nei pazienti affetti da BPCO, di auto-
anticorpi anti-nucleo circolanti (Antinuclear Antibodies -ANA) e anticorpi anti-
tessuto (Anti Tissue -AT) che sono marcatori importanti che segnalano la presenza 
di una risposta autoimmune, nonché la secrezione di anticorpi diretti contro 
l'elastina [35]. Infine, è stata riscontrata la presenza di anticorpi IgG circolanti 
anti-epitelio con alta avidità per le cellule epiteliali polmonari e di 
immunocomplessi nei setti alveolari [36]. 
 Il sistema immunitario reagisce ad un insulto attraverso una risposta 
immunitaria innata o adattativa. La risposta immunitaria innata coinvolge 
neutrofili, macrofagi, eosinofili e cellule NK, la risposta di tipo acquisito, invece, 
richiede la proliferazione delle cellule T e B in seguito alla presentazione 
dell'antigene da parte di macrofagi e cellule dendritiche. In effetti, nella BPCO 
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sono presenti molti elementi tipici di entrambe le risposte. La malattia, infatti, 
nelle fasi iniziali è caratterizzata da infiammazione e distruzione tissutale, due 
aspetti peculiari della risposta immunitaria innata. Se tale risposta risulta 
compromessa, non si risolve e progredisce verso una risposta di tipo acquisito con 
la produzione di auto-anticorpi e ad un aumento della vulnerabilità alle infezioni 
[37]. Se i meccanismi che regolano la risposta immunitaria innata sono efficienti, 
questa non progredisce verso una risposta di tipo acquisito e il processo 
infiammatorio si arresta. In caso contrario, gli antigeni liberati dal perpetuarsi 
della risposta infiammatoria attivano le cellule presentanti l’antigene (APC), ed in 
particolare le cellule dendritiche che promuovono la proliferazione e la 
differenziazione dei linfociti T in linfociti T CD4+ e CD8+ citotossici che 
vengono richiamati nel polmone dove i CD4+ favoriscono lo stress ossidativo e la 
produzione di proteasi, mentre i CD8+ e i linfociti B, agiscono favorendo la 
necrosi e l’apoptosi cellulare con conseguente rimodellamento delle vie aeree, 
enfisema e liberazione di ulteriori auto-antigeni che perpetuano il processo 
infiammatorio. Negli stadi più avanzati della malattia sembra quindi svilupparsi 
una risposta immunitaria di tipo acquisito, diretta contro auto-antigeni polmonari, 
con tutte le caratteristiche proprie delle risposte di tipo autoimmune [38].  
 Microbi, particelle inalate e componenti del tabacco attivano la risposta 
immunitaria innata attraverso il legame con i Pattern Recognition Receptors  
(PRRs). I PRRs giocano un ruolo essenziale nell’innescare e regolare la risposta 
immunitaria, atta ad eliminare i patogeni, riconoscendo delle molecole esogene di 
origine microbica definite Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPs) o 
molecole endogene rilasciate in seguito ad un danno cellulare chiamate Danger-
Associated Molecular Patterns (DAMPs). A questa famiglia appartengono i TLRs 
e i NLRs, presenti nelle cellule epiteliali, nei macrofagi, nelle cellule dendritiche e 
nei neutrofili.  
I TLRs sono un sottogruppo di recettori di superficie e alcuni di essi (1, 2, 4, 5, 6, 
11) sono espressi sulla superficie cellulare, mentre gli altri (3, 7, 8, 9) sono 
espressi in vescicole intracellulari quali lisosomi, endosomi e nel reticolo 
endoplasmatico (Fig. 2). 
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FIG. 2. I TLRs. I TLRs sono localizzati sulla superficie cellulare e negli endosomi; essi 
rispondono alle infezioni attraverso il legame con i PAMPs e i DAMPs che vengono rilasciati una 
volta danneggiato il tessuto. I TLRs reclutano differenti tipi cellulari e attivano l'espressione di 
geni proinfiammatori attraverso la via di NF-κB e di MAPK (Figura tratta da Kumar et al., 
2009)[39]. 
 
 
 I NLRs sono recettori intracellulari e comprendono NOD1 e NOD2 che si 
differenziano per la specificità dei loro ligandi: NOD1 riconosce ieDAP (acido D-
glutamil-meso diaminopimelico), una struttura distinta del peptidoglicano 
presente nella maggior parte dei batteri Gram negativi e Gram positivi, mentre 
NOD2 riconosce MDP (muramil-dipeptide), il componente principale del 
peptidoglicano che costituisce la parete dei batteri) (Fig. 3) [40]. 
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FIG.3. I NLRs. I NLRs sono recettori intracellulari che riconoscono delle sub-strutture batteriche. 
Una volta attivati, NOD1 e NOD2 interagiscono con CARDIAK (CARD domain containing 
serine/threonine kinase) e attivano la via di NF-κB e di MAPK (Figura tratta da Kumar et al., 
2009)[41]. 
 
 
In seguito al legame dei PAMPs o dei DAMPs ai TLRs e ai NOD si innesca una 
cascata di segnali cellulari che porta all'attivazione di varie vie del segnale tra cui 
quella di NF-κB. Ciò porta alla produzione di citochine e chemochine 
proinfiammatorie che regolano il reclutamento di macrofagi e neutrofili.  
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SCOPO della TESI 
 Lo scopo primario di questa tesi è stato quello di indagare il ruolo di IL32 
nella risposta immunitaria di tipo innato e nei meccanismi infiammatori. In 
particolare, il nostro interesse si è rivolto allo studio della BPCO, una patologia 
caratterizzata da infiammazione cronica che presenta molti aspetti in comune con 
le malattie autoimmuni. E’ noto, infatti, che nei polmoni dei pazienti affetti da 
BPCO l'IL32 è over-espressa, suggerendo un suo possibile ruolo nella patogenesi. 
A tal fine, abbiamo condotto degli esperimenti in vitro utilizzando come modelli 
cellulari una linea epiteliale polmonare e una linea monocitica fatta differenziare 
in macrofagi, dal momento che queste tipologie cellulari sono primariamente 
implicate nella patogenesi della BPCO.  
In particolare, mediante questi esperimenti, abbiamo inizialmente studiato: il 
ruolo del fumo di sigaretta 
 nell’induzione del danno polmonare, conducendo studi sull’apoptosi e 
sull’attivazione delle cellule alveolari polmonari dopo trattamento con estratto di 
fumo; 
 nell’innesco della risposta infiammatoria, valutando la produzione da 
parte della cellula epiteliale danneggiata e attivata di fattori eventualmente 
implicati nel reclutamento delle cellule infiammatorie;  
 nell’induzione dell’espressione e secrezione di IL32 da parte delle 
cellule epiteliali e dei macrofagi valutandone i livelli di trascritto e di proteina e di 
citochina secreta.  
Di seguito, abbiamo approfondito l’azione di alcuni specifici stimo li 
proinfiammatori (PAMPs e IL1β) sulla modulazione dell’espressione di IL32 per 
sondare un’eventuale effetto sinergico da parte di essi stessi alla risposta al danno 
indotto dal CSE nell’induzione dell’espressione di IL32 e al fine di individuare le 
vie del segnale verosimilmente implicate nella modulazione dell’espressione e 
secrezione di IL32 in corso di infiammazione. 
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MATERIALI e METODI 
LINEE e COLTURE CELLULARI 
La linea cellulare di cellule epiteliali alveolari umane di tipo II A549, è 
stata coltivata in terreno DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, 
EuroClone, MI, Italia) contenente L-glutamina (2 mM) e glucosio (4,5 g/L). La 
linea cellulare di monociti di leucemia acuta THP1 è stata coltivata in terreno 
RPMI 1640 (EuroClone, MI, Italia) contenente L-glutamina (2 mM) e HEPES (25 
mM). A tutti i terreni sono stati aggiunti gli antibiotici penicillina (100 U/ml) e 
streptomicina (100 μg/ml) (EuroClone, MI, Italia) e siero fetale di vitello (foetal 
bovine serum, FBS, EuroClone, MI, Italia) al 10% (v/v). Le cellule sono state 
coltivate in apposite fiasche da 75 cm2 e mantenute in incubatore a 37°C in 
ambiente umido al 5% di CO2. Periodicamente le linee cellulari sono state testate 
per eventuali contaminazioni da micoplasma mediante MycoAlert® Mycoplasma 
Detection Kit (Lonza, Rockland, ME, USA).  
 
PREPARAZIONE dell’ESTRATTO di FUMO di SIGARETTA (CSE) 
 
L’estratto di fumo di sigaretta (CSE) è stato preparato facendo riferimento 
alla metodica utilizzata da Liu e collaboratori [42]. A tal fine, sono state utilizzate 
le sigarette commerciali Marlboro Rosse (Philip Morris Inc., Neuchâtel, 
Svizzera); ogni sigaretta contiene 0.8 mg di nicotina, 10 mg di catrame e 10 mg di 
ossido di carbonio. Inoltre, è stata utilizzata 1 sigaretta ogni 25 ml di terreno di 
coltura per un totale di 10 sigarette. In breve, il fumo di sigaretta è stato fatto 
gorgogliare in 250 ml di terreno di coltura (DMEM o RPMI 1640) attraverso un 
apparato costituito da una pompa a vuoto e 3 bottiglie collegate l’una all’altra da 
una cannula del diametro di 2,5 mm. Il fumo di ogni sigaretta è stato fatto 
gorgogliare in modo discontinuo per 5 secondi con intervalli di 10 secondi tra 
un’aspirazione e l’altra. Infine, il terreno contenente il CSE è stato filtrato 
attraverso un filtro con porosità di 0,22 μm e sono state fatte delle aliquote che 
sono state conservate a -20°C.  
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TRATTAMENTI CELLULARI 
Per gli esperimenti le cellule A549 sono state contate utilizzando il liquido 
di Türk (Merck, Darmstadt, Germania) nella camera di conta Neubauer e sono 
state piastrate 2,5*10
6
/pozzetto in piastre da 6 pozzetti. Una volta raggiunto il 70-
80% di confluenza, sono state private del siero per 24 ore e, successivamente, 
stimolate in un time course di 4 e 24 ore con uno o più reagenti specifici. I 
composti utilizzati per i trattamenti sono: 
CSE alle concentrazioni di 1%, 2,5%, 5%, 10% e 20%; 
polyI:C (acido poliinosinico-policitidilico) (Invivogen, San Diego, CA, USA) 1 
μg/ml; 
MDP (muramil-dipeptide) (Invivogen, San Diego, CA, USA)  1 μg/ml; 
ieDAP (Invivogen, San Diego, CA, USA) 1 μg/ml; 
IL1β (Bio Basic Inc., Markham, Ontario, Canada) 10 ng/ml. 
 
DIFFERENZIAMENTO dei MONOCITI THP1 in MACROFAGI 
Le cellule THP1 sono state contate e 20*10
6
 di cellule sono state seminate 
in fiaschette da 25 cm
2
 e stimolate con Forbolo Miristato Acetato (PMA, Sigma) 
50 ng/ml per 24 ore. Il giorno seguente, le cellule sono state raccolte e 
centrifugate a 1300 rpm per 7 minuti senza freno per togliere i residui di PMA. Le 
cellule sono state contate con il colorante vitale Trypan Blue (Sigma) e piastrate 
alla concentrazione di 0,8*10
6
 cellule/pozzetto in piastre da 6 pozzetti per 48 ore. 
Il differenziamento delle cellule è stato controllato al citofluorimetro utilizzando 
gli anticorpi CD68 FITC (BD, San Jose, CA, USA) e CD14 PE (Beckman 
Coulter, Marsiglia, Francia) espressi sulla superficie dei monociti/macrofagi. 
Successivamente, i macrofagi sono stati stimolati secondo un time course di 4 e 
24 ore con imiquimod (Invivogen, San Diego, CA, USA) 0,05 μg/ml e gli stessi 
reagenti utilizzati per le cellule A549.  
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ESTRAZIONE dell’RNA  
 L’RNA totale è stato estratto dalle cellule utilizzando il protocollo Rneasy 
Mini Kit Protocol (QIAGEN, Hilden, Germania). Le cellule sono state risospese 
in una soluzione contenente il tampone di lisi RLT (incluso nel kit) e β-
mercaptoetanolo all’1% (Sigma-Aldrich, Steinhelm, Germania). Il tampone 
contiene guanidinio isotiocianato che inattiva le ribonucleasi (RNasi), enzimi che 
degradano l’RNA, assicurando così l’estrazione di RNA non frammentato. 
L’omogenato è stato risospeso in etanolo al 70% che permette il legame selettivo 
dell’RNA alle membrane delle colonnine di purificazione fornite dal kit. Il 
campione è stato quindi trasferito in una colonnina di purificazione e centrifugato 
a 11000 rpm per 1 minuto, eliminando successivamente l’eluito (l’RNA presente 
nel campione, a questo punto, rimane legato alla membrana della colonnina). È 
stato poi aggiunto il tampone di lavaggio RW1 ed il campione è stato centrifugato 
a 10000 rpm per 1 minuto eliminando anche questa volta l’eluito. In seguito il 
campione è stato incubato a temperatura ambiente con una soluzione di DNasi e 
tampone RDD forniti dal kit per 20 minuti, per permettere la digestione del DNA 
presente; un altro lavaggio è stato eseguito con il tampone RW1 alle stesse 
modalità di centrifuga per rimuovere la DNasi ed è stato eliminato l’eluito. Infine, 
sono seguiti 2 lavaggi con il tampone RPE, uno con successiva centrifugazione a 
11000 rpm per 1 minuto, l’altro con centrifugazione a 12800 rpm per 2 minuti. 
Per l’eluizione dell’RNA si sono aggiunti alla colonna 30 l di H2O sterile RNasi-
free e si è centrifugato per 1 minuto a 11000 rpm. La qualità e la quantità 
dell’RNA estratto sono state valutate al Nanodrop (NanoVue Plus, GE Healthcare, 
Milwaukee, WI, USA). La misura è stata effettuata con 2 μl di RNA e, per ciascun 
campione, sono stati valutati: la concentrazione in μg/μl, il rapporto A260/A280 
(indice della purezza del campione; A260/A280 ~1,8-2 indica una buona estrazione) 
e il rapporto A260/A230 (indice della contaminazione da fenoli; A260/A230 dovrebbe 
essere circa ~2,2).  
 
SINTESI del cDNA 
 La retrotrascrizione dell’RNA nel suo DNA complementare (cDNA) è 
basata sull’attività dell’enzima retrotrascrittasi, una DNA polimerasi RNA-
dipendente, che genera un filamento di cDNA utilizzando l’mRNA come stampo. 
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La retrotrascrittasi utilizzata è l’Avian Myeloblastoma Virus (AMV); questo 
enzima ha un’attività polimerasica 5’3’ e un’attività 3’ 5’ di RNasi H, che 
degrada il filamento di RNA della doppia elica RNA-DNA prodotta durante la 
sintesi del cDNA. La reazione è stata eseguita con dei random primers: questo ha 
consentito alla retrotrascrittasi di sintetizzare cDNA dalle molecole di mRNA 
presenti nella reazione. Per la sintesi del cDNA è stato utilizzato il kit di 
retrotrascrizione Reverse Trascription System (Promega Corporation, Madison, 
WI, USA) che prevede l’utilizzo di una soluzione di reazione, la master mix,  
composta da MgCl2 25 mM, tampone RT 10X, dNTPs mix (miscela dei 4 
deossinucleosidi trifosfato) 10 mM, un enzima inibitore delle RNasi 40 g/l, 
l’AMV retrotrascrittasi 25 g/l, i random primers (dT) 0,5 mg/ml, 1-2 g di 
RNA e H2O sterile RNasi-free per un volume finale di 20 l per campione. I 
campioni sono stati posti nel termociclatore GeneAmp PCR System 2700 
(Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) e incubati a 42°C per 15 minuti, poi a 
95°C per 5 minuti (per bloccare la reazione) e infine a 4°C. Il cDNA ottenuto è 
stato conservato a –80°C prima di essere utilizzato per la Real Time PCR. 
 
REAL TIME PCR (RT-PCR) 
 La Real Time-PCR, è un metodo di amplificazione e quantificazione 
simultanee del DNA che viene impiegata per monitorare i livelli di trascrizione di 
geni di interesse. Il DNA è amplificato tramite reazioni a catena della DNA-
polimerasi e, dopo ogniciclo di amplificazione, viene quantificato. I più comuni 
metodi di quantificazione includono l'uso di coloranti fluorescenti, che si 
intercalano nel DNA a doppio-filamento (double strand, ds) o l'impiego di 
oligonucleotidi modificati, le sonde, che emettono fluorescenza una volta ibridati 
con il DNA. 
La tecnologia SYBR® Green prevede l’utilizzo di un fluoroforo che si intercala nel 
solco minore del dsDNA; il picco di emissione (misurato a 530 nm) aumenta 
proporzionalmente all’aumento della quantità di dsDNA, man mano che 
l'allungamento procede. Ad ogni ciclo di amplificazione viene emesso un segnale 
di fluorescenza, proporzionale al numero di copie di acido nucleico presenti nel 
pozzetto; questo segnale viene rilevato da una camera monocromatica che genera 
segnali digitali registrati ed elaborati da un computer ad essa collegato. I valori 
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sperimentali vengono calcolati come variazione di fluorescenza tra l’emissione 
della molecola e quella del reference passivo (ROX), un secondo fluorocromo, ad 
emissione costante in tutte le fasi della reazione. Durante la fase esponenziale di 
amplificazione viene settato, in base al rumore di fondo, il valore soglia, definito 
threshold, che rappresenta il momento in cui la reazione raggiunge un'intensità di 
fluorescenza che supera il background e, a partire da questo, inizia l'accumulo di 
amplificati. La curva di fluorescenza di ogni campione interseca il threshold in un 
punto detto ciclo soglia (Ct). Per ogni campione si ottiene una curva di 
amplificazione ed un Ct specifici. La specificità di questa tecnica è valutabile 
mediante una curva di dissociazione, cioè un’elaborazione grafica che mette in 
relazione l’intensità di fluorescenza emessa durante la reazione di amplificazione 
dei diversi dsDNA con le diverse temperature. Questa elaborazione sfrutta la 
specifica temperatura di melting dei diversi ampliconi e permette di determinare la 
temperatura alla quale i filamenti di dsDNA si separano. Tutti i prodotti di una 
reazione di PCR, ottenuti con la stessa coppia di primer e lo stesso templato, 
dovrebbero avere la stessa temperatura di melting. Quindi, lo strumento della RT-
PCR può essere programmato per costruire, al termine della reazione di 
amplificazione, una curva di melting nella quale, all’aumentare della temperatura, 
si misurano le variazioni di fluorescenza. In corrispondenza del punto di melting, i 
due filamenti di DNA si separano e il segnale della fluorescenza decade 
rapidamente. Il grafico finale che si ottiene mette a confronto le variazioni delle 
unità di fluorescenza relativa (RFU) nel tempo (t) (-d(RFU)/dt) sull’asse delle 
ordinate e le variazioni di temperatura (T) sull’asse delle ascisse. In questo modo, 
in corrispondenza della temperatura di melting si forma un picco. 
 
 Per l’analisi dell'espressione genica è stato utilizzato cDNA retrotrascritto 
a partire da mRNA di cellule A549 e THP1 differenziate. L’amplificazione dei 
geni di interesse (IL32α, IL32β e IL32γ, CCL2/MCP1, RAGE, TNF-α) e del gene 
housekeeping β-ACTINA (costitutivamente espresso dalle cellule) è stata 
effettuata utilizzando lo strumento ABI Prism 7000 Sequence Detection System 
(Applied Biosystem) e la soluzione di reazione fornita dal kit Platinum
®
 SYBR
®
 
Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen, Carlsbard, Ca, USA). La miscela di 
reazione è composta da SYBR Green® PCR master mix 2X (contenente dNTPs A-
C-G-U, tampone di reazione, MgCl2 e SYBR Green®, Invitrogen), ROX dye, 
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primers forward e reverse del gene in esame (10 pM/μl), H2O RNAsi-free e 
cDNA del campione, in un volume finale di 15 μl. I primer forward e reverse 
sono stati disegnati per ciascuno dei geni presi in esame con i programmi Primer 
Express (Applied Biosystem) e IDT SciTools (Integrate DNA Technologies) in 
modo che generassero un amplicone compreso tra le 150 e le 300 bp, 
amplificassero esclusivamente cDNA e non DNA genomico, fossero di lunghezza 
simile con percentuale di basi “G”e “C” superiore al 50% e con temperature di 
melting che non discostassero più di 0,1 °C.  
 
PRIMERs UTILIZZATI: 
 
β-ACTINA  
Forward 5’-CCA GCT CAC CAT GGA TGA TG-3’ 
Reverse  5’-ATG CCG GAG CCG TTG TC-3’ 
 
IL32 α 
Forward 5’-GGA TGT TGA GGA TCC CGC AA-3’ 
Reverse 5’-GTC AGT ATC TTC ATT TTG AGG AT-3’ 
 
IL32 β 
Forward 5’GGT CTC AGC GTG TGA CAC T-3’ 
Reverse 5’-TCC ACG TCC TGA TTC TGC AT-3’ 
 
IL32 γ 
Forward 5’-TCC TCT CTG ATG ACA TGA AGA-3’ 
Reverse 5’-TCC TCA TAA TAA GCC GCC AC-3’ 
 
CCL2/MCP1 
Forward 5’-GCT GCT CAT AGC CAG CCA CCT-3’ 
Reverse 5’-GAT TGC ATC TGG CTG AGC G-3’ 
 
RAGE  
Forward 5’-ACC GAG TCC GTG TCT ACC AGA-3’ 
Reverse 5’-CAC ATG TCC CCA CCT TAT TGG-3’ 
 
TNF-α  
Forward 5’-AGA TCA TCT TCT CGA ACC CCG-3’ 
Reverse 5’-GGG TTT GCT ACA ACA TGC GCT-3’ 
 
Il protocollo utilizzato per eseguire la RT-PCR prevede l’attivazione dell’enzima 
UNG (uracil N-glicosilasi) a 50°C per 2 minuti (l’enzima, già presente nella 
master mix, permette di degradare eventuali contaminanti, costituiti da amplificati 
che presentano l’uracile (U) al posto della timidina (T)), la sua disattivazione e la 
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successiva attivazione della Taq Gold polimerasi a 95°C per 10 minuti, la 
denaturazione della doppia elica di cDNA a 95°C per 15 secondi, l’annealing dei 
primers al cDNA e l’allungamento a 60°C per 1 minuti. Queste fasi vengono 
ripetute per 40 cicli. Ogni reazione di amplificazione è stata eseguita in triplicato 
e, per quantificare i livelli di RNA messaggero, è stato utilizzato un metodo di 
quantificazione relativa che si basa sull’applicazione della formula 2-DDCtn. 
 
ELABORAZIONE DEI DATI 
Una volta impostati il livello soglia di amplificazione (linea di threshold) e 
l’intervallo di amplificazione ritenuto “rumore di fondo” (baseline), dai dati grezzi 
di fluorescenza dei diversi campioni sono stati ricavati i corrispettivi valori di Ct 
(ciclo soglia). I valori di ciclo soglia dei diversi campioni ottenuti in questo modo 
sono stati elaborati secondo la formula “2-DDCt”, per ottenere la quantificazione 
genica relativa. Le cellule non trattate sono state usate come calibratore interno 
dei campioni. 
Per ogni campione sono stati calcolati: 
1. DCtn = Ctn (gene) – Ctn (β-actina) 
2. DDCtn = DCtn (campione) – DCt (calibratore interno) 
3. Quantificazione relativa = 2
-DDCtn
 (campione) 
Per ogni campione al Ct del gene in analisi è stato sottratto il Ct della β-actina ed 
al valore ottenuto, chiamato DCt, è stato a sua volta sottratto il DCt del gene 
scelto come calibratore interno: il valore ottenuto prende il nome di DDCt. Infine, 
il valore del DDCt di ogni campione è stato usato come esponente nella formula 2
-
DDCt
; in questo modo, da ogni campione è stato ottenuto un valore che rappresenta 
la quantificazione genica relativa, rapportata al campione posto come calibratore 
interno che assume il valore di 1. 
 
ESTRAZIONE delle PROTEINE  
 Dopo i trattamenti previsti dalle condizioni sperimentali, le cellule sono 
state raccolte e lavate in PBS 1X, centrifugate a 2000 rpm per 5 minuti e il pellet 
cellulare ottenuto è stato lisato con un tampone di lisi così composto: Tris-HCl 
(pH 7,5) 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, EGTA 2 mM, Triton X-100 0,5% 
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(v/v), DTT (Ditiotreitolo, Sigma) 1 mM, cocktail di inibitori delle proteasi 
Complete Mini (Roche, Basilea, Svizzera) 10X, NaF 10 mM, Acido Okadaico 
(Sigma) 1 μM, ortovanadato di sodio (Sigma) 1 mM e PMSF 
(FenilMetilSulfonilFluoruro, Sigma) 1 mM. La lisi cellulare è stata effettuata in 
ghiaccio per 30 minuti e, infine, le cellule sono state centrifugate a 13000 rpm per 
10 minuti. Il sovranatante ottenuto, che rappresenta il lisato totale, è stato 
recuperato e conservato a –20°C.  
 
QUANTIFICAZIONE delle PROTEINE con il reattivo di BRADFORD 
 Per la determinazione della concentrazione proteica è stato utilizzato il 
metodo colorimetrico di Bradford (Sigma), con lettura allo spettrofotometro 
dell'assorbanza alla lunghezza d’onda di 595 nm. Questa metodica sfrutta la 
proprietà del colorante Comassie brillant blue di legare, quando si trova in forma 
anionica, le proteine tramite legami elettrostatici proteina-gruppi sulfonici e 
formare un composto blu, che assorbe a 595 nm e permette di dosare, con buona 
sensibilità, una quantità di proteine compresa tra 1 e 5 μg/ml. Inizialmente è stata 
calcolata la retta di taratura, sulla base dei valori di assorbanza a 595 nm di una 
proteina di riferimento, la BSA (bovine serum albumine, Sigma), a diverse 
concentrazioni note (1, 2, 4, 8, 16 μg/ml). I valori di assorbanza versus 
concentrazione vengono, quindi, messi in un grafico cartesiano per ottenere la 
retta di taratura e la relativa equazione della retta, da cui si ricava il coefficiente di 
estinzione molare (ε). Noto ε, in base ai valori di assorbanza ottenuti è stato 
possibile estrapolare la concentrazione dei campioni proteici secondo la legge di 
Lambert-Beer: A= ε x C, dove A rappresenta l’assorbanza misurata e C la 
concentrazione in μg/μl del campione in esame. La taratura dello spettrofotometro 
è stata effettuata preparando un “bianco” (contenente acqua e colorante in 
rapporto 1:1). 
 
WESTERN BLOT 
 
 La tecnica del WB prevede la separazione delle proteine in base al loro 
peso molecolare in elettroforesi SDS-PAGE (Sodio Dodecil Solfato-
PoliAcrilamide Gel Elettroforesi) ed il loro elettro-trasferimento in membrane di 
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nitrocellulosa (BIORAD, Hercules, CA, USA). In tal modo le proteine vengono 
evidenziate con un metodo di rivelazione indiretta che prevede l’utilizzo di 
anticorpi primari specifici per la proteina bersaglio e anticorpi secondari che 
riconoscono la porzione Fc dell’anticorpo primario. Per il caricamento le proteine 
sono state risospese in un tampone costituito da Tris 1.5 M (pH 6,8), SDS 20%, 
glicerolo 100% (Sigma), Blu di Bromofenolo (Sigma) 1% (p/v), DTT 6% e β-
Mercaptoetanolo 1:20 e fatte bollire per 3 minuti a 100 °C. Sono stati utilizzati gel 
bifasici di poliacrilamide costituiti da un gel di stacking (pH 6,8) e da un gel 
separating (pH 8,8). Il primo ha funzione di compattare le proteine in modo che 
queste si allineino nell’interfaccia tra i due gel e possano entrare in 
contemporanea nel separating. Il secondo permette invece la separazione effettiva 
delle proteine in base al loro peso molecolare. La corsa elettroforetica è stata 
condotta a 25 mA nella fase di compattamento e a 50 mA nella fase di separazione 
utilizzando un tampone di corsa basico (pH 8,3) costituito da Tris-HCl 250 mM, 
glicina 1,92 M e SDS 0,1%. Il marker utilizzato discrimina le proteine con peso 
molecolare compreso tra i 4 e i 250 KDa (SeeBlue Plus2 Prestained Standard, 
Invitrogen). Le proteine separatesi nel gel sono state elettro-trasferite su un foglio 
di nitrocellulosa ad un amperaggio di 350 mA a 4°C per 1 ora e 30 minuti, 
utilizzando un tampone di trasferimento costituito da Tris 250 mM, glicina 1.92 
mM, metanolo 20%. La membrana è stata saturata con BSA 5% (p/v) in tampone 
TBS 1X (Tris 0,2 M, NaCl 1,37 M, pH 7,6)- Tween 20 0,1%, per bloccare i siti 
aspecifici, per circa 30 minuti in agitazione a temperatura ambiente e 
successivamente è stata sottoposta a 3 lavaggi consecutivi di 10 minuti ciascuno 
con tampone di lavaggio TBS 1X-Tween 20 0.1%. A questo punto la membrana è 
stata incubata overnight a 4°C in agitazione con l’anticorpo primario. Il giorno 
seguente, dopo 3 lavaggi, la membrana è stata nuovamente incubata per circa 1 
ora a temperatura ambiente con l’appropriato anticorpo secondario, diluito 1:4000 
(anti-mouse, generato in capra, PerkinElmer, Boston, MA, USA) o 1:5000 (anti-
rabbit, generato in capra, PerkinElmer) in BSA 3% (p/v), TBS 1X-Tween 20 
0,1% e, infine, sottoposta a 3 lavaggi di 10 minuti ciascuno. L’anticorpo 
secondario è coniugato con l’enzima perossidasi di radice di rafano (horseradish 
peroxidase, HRP) che converte il luminolo (Pierce, Rockford, IL, USA) in un 
composto luminescente in grado di impressionare una lastra fotografica in 
autoradiografia.  
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Per i Western Blot sono stati utilizzati i seguenti anticorpi primari: β-ACTINA 
(anti-mouse) monoclonale (Sigma) diluito 1:3000 in BSA 3% (p/v), TBS 1X-
Tween 20 0,1% NaN3 0,05% e IL32 (anti-rabbit) policlonale (Sigma) diluito 
1:200 in BSA 5% (p/v), TBS 1X-Tween 20 0,1% NaN3 0,05%.  
I segnali impressionati nelle lastre fotografiche ottenute dalla rivelazione della 
membrana di nitrocellulosa sono stati acquisiti attraverso uno scanner ad alta 
definizione in modo tale da ottenere un’immagine elaborabile al computer. 
Utilizzando il programma QUANTITY ONE è stato possibile assegnare alla 
banda relativa ad una determinata proteina un valore numerico proporzionale 
all’intensità del segnale. Normalizzando tali valori con un riferimento interno 
all’esperimento è stato ottenuto, per ogni campione, un valore che dipende solo 
dalle condizioni sperimentali e non dalle variabili associate alla tecnica di 
rivelazione. In questo modo è possibile effettuare un’elaborazione statistica dei 
risultati ottenuti dal Western Blotting. 
 
CITOFLUORIMETRO A FLUSSO 
 La citofluorimetria a flusso è una tecnica di analisi di cellule in 
sospensione e rappresenta uno strumento di indagine che trova numerosi campi di 
applicazione. Il citofluorimetro a flusso è dotato di un sistema di dispersione del 
campione e di un dispositivo di misura della luce che sostituisce l’occhio 
dell’osservatore. La velocità di efflusso delle cellule viene valutata come numero 
di eventi al secondo, cioè come numero di particelle che hanno incontrato il 
raggio di luce nell’unità di tempo; in una camera a flusso le cellule monodisperse 
vengono aspirate, diluite e allineate tramite un sistema fluidico a flusso laminare e 
la pressione di spinta e la diluizione del campione consentono di contare fino a 
qualche migliaia di cellule al secondo; una sorgente luminosa di lunghezza d’onda 
di 488 nm consente un’efficace misura dei parametri fisici e permette la 
contemporanea eccitazione di diversi fluorocromi. Il fluorocromo è una molecola 
che, se eccitata da una specifica lunghezza d’onda, passa dal suo stato 
fondamentale ad uno stato eccitato provvisorio e poco duraturo, per ritornare allo 
stato iniziale elettricamente più stabile emettendo una caratteristica fluorescenza 
monocromatica. In generale, la fluorescenza si può distinguere in fluorescenza 
intrinseca (o spontanea) ed estrinseca (o indotta). Le fluorescenze che interessano 
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maggiormente la citofluorimetria sono quelle estrinseche che vengono 
artificialmente prodotte nel campione da analizzare. Quando viene colpita dal 
fascio di luce emesso dal laser, la cellula, quindi, emette segnali di luce diffusa in 
base alle proprie caratteristiche fisiche e morfologiche per fenomeni di rifrazione, 
riflessione, e diffrazione. In particolare la luce dispersa in avanti (forward scatter) 
è legata alle dimensioni delle cellule, mentre la luce riflessa a 90° (side scatter) è 
da attribuire alle caratteristiche morfologiche della cellula come la granulosità 
citoplasmatica, il rapporto nucleo/ citoplasma e la rugosità di superficie. Dalla 
combinazione di questi due segnali si ottiene il citogramma, cioè un diagramma 
bidimensionale che permette di discriminare diverse popolazioni cellulari 
basandosi solamente sulle loro caratteristiche fisiche; 
 In citofluorimetria vengono rilevati segnali fluorescenti generati da 
anticorpi monoclonali coniugati con fluorocromi (FITC, PE, APC) e diretti contro 
antigeni presenti sulla membrana, nel citoplasma, nel nucleo delle cellule. Ogni 
fluorocromo ha una lunghezza d’onda caratteristica per l’eccitazione e 
l’emissione. L’eccitazione viene effettuata dal laser e sono possibili diverse 
opzioni: 488 nm (blu), 633 nm (rosso), 405 nm (violetto), 350 nm (UV). Usando 
filtri e specchi è possibile separare le diverse lunghezze d’onda ed inviarle ai 
diversi detettori. La rappresentazione più semplice di un dato citofluorimetrico è 
costituita dall’istogramma dove l’ascissa riporta l’intensità di fluorescenza e 
l’ordinata il numero di cellule che esprimono o meno l’antigene (diagramma di 
distribuzione). 
Per questo studio sono stati utilizzati come fluorocromi la fluoresceina 
isotiocianato (FITC) e la ficoeritrina (PE): entrambi vengono eccitati alla 
lunghezza d’onda di 488 nm del laser ad argon del citofluorimetro. Lo spettro di 
 
L’analisi delle diverse linee cellulari, A549 e THP1 è stata eseguita all’interno di 
diversi gate basati sulla dimensione e granulosità cellulari. In totale sono stati 
acquisiti 1*10
4
 eventi. Lo strumento impiegato negli studi è un analizzatore 
FACSCalibur Cell Cytometer (Becton Dickinson, MI, Italia) e i dati sono stati 
processati usando il programma CELLQuest. 
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TEST di VALUTAZIONE dell’APOPTOSI  
MARCATURA con ANNESSINA V e IODURO di PROPIDIO 
 Il test di valutazione dell’apoptosi cellulare con Annessina V (AV) e 
Ioduro di Propidio (IP) permette di identificare le cellule apoptotiche presenti in 
un campione con la citometria a flusso, analizzando il legame di AV, coniugata 
con il fluorocromo fluoresceinisotiocianato (FITC), al fosfolipide di membrana 
fosfatidilserina. Uno dei primi eventi morfologici indicativi di apoptosi è la 
traslocazione del fosfolipide di membrana fosfatidilserina dal foglietto interno a 
quello esterno della membrana plasmatica, in seguito ad un meccanismo flip-flop. 
In questo modo, i siti di legame sulla fosfatidilserina diventano accessibili 
all’annessina, una proteina di 35 kDa Ca2+-dipendente con alta affinità per la 
fosfatidilserina. La traslocazione del fosfolipide precede altri eventi, come la 
perdita dell’integrità di membrana, la frammentazione del DNA e la 
condensazione della cromatina. Perciò l’AV-FITC può essere usata come 
indicatore delle cellule in fase di apoptosi precoce. Tuttavia, poiché la 
traslocazione della fosfatidilserina avviene anche durante la necrosi, AV non 
rappresenta un marcatore assoluto di apoptosi e viene spesso utilizzata insieme al 
colorante vitale IP che si lega agli acidi nucleici ma può passare attraverso la 
membrana plasmatica solo quando essa non è più integra, come avviene negli 
ultimi stadi dell’apoptosi e nella necrosi. Di conseguenza accade che: 
le cellule negative sia ad AV che ad IP sono vitali; 
le cellule positive ad AV e negative ad IP sono in apoptosi precoce; 
le cellule positive sia ad AV, che ad IP si trovano in apoptosi tardiva; 
le cellule negative ad AV, ma positive ad IP sono in necrosi. 
Le cellule sono state raccolte, centrifugate e contate; circa 1*10
5 
cellule sono state 
prelevate e lavate in 2 ml di PBS (Phosphate Buffered Saline, soluzione salina 
apirogena) 1X, centrifugate a 1600 rpm per 5 minuti e il pellet risospeso in 100 μl 
di tampone di legame (IMMUNOSTEP, Salamanca, Spagna) e incubate con 3 μl 
di AV-FITC (IMMUNOSTEP) 1 μg/μl e 5 μl di IP (IMMUNOSTEP) 1 μg/ml al 
buio per 10 minuti a temperatura ambiente. Sono stati aggiunti poi altri 100 μl di 
tampone di legame ed è stata effettuata l’analisi citofluorimetrica delle cellule.  
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Test ELISA 
 L’Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) è un metodo di analisi 
immunologica ampiamente utilizzato per rilevare la presenza di svariate molecole 
in campioni biologici e colture cellulari in vitro. Il test si basa sulla specificità di 
legame che si instaura tra un anticorpo specifico e la molecola di interesse.  
In questo lavoro di tesi è stato utilizzato il kit  ELISA MAX
TM
 Deluxe Sets 
(BioLegend, Inc., San Diego, CA, USA) per quantificare i livelli della citochina 
proinfiammatoria IL32α nel sovranatante delle colture cellulari A549 e 
monocitiche/macrofagiche THP1 opportunamente trattate per diversi tempi. 
Allo scadere dei vari tempi di incubazione i sovranatanti sono stati raccolti, 
centrifugati a 2000 rpm per 8 minuti per eliminare i residui cellulari e congelati a -
20°C in attesa di eseguire il test. 
Il kit si basa sulla cosiddetta metodica ELISA “non competitiva diretta”; essa 
prevede l’utilizzo di un anticorpo primario ancorato ad una fase solida 
(micropiastra in polistirene) che riconosce una specifica molecola, e di un 
anticorpo secondario biotinilato. Entrambi si legano alla molecola di interesse 
formando un sandwich. Tale complesso viene rilevato introducendo una soluzione 
contenente avidina (che si lega alla biotina) a sua volta coniugata all’enzima 
perossidasi di rafano che metabolizza un opportuno substrato (tetrametilbenzidina, 
TMB), rilasciando un precipitato di colore blu in proporzione alla concentrazione 
di citochina presente nel campione. La reazione viene bloccata attraverso 
l’introduzione di H2SO4 2N che fa virare il colore della soluzione dal blu al giallo. 
L’intensità del prodotto di reazione giallo risultante viene misurata allo 
spettrofotometro alla lunghezza d’onda di 450 nm. 
Per ciascun test è stato seguito il protocollo fornito dal kit, che prevede una fase di 
coating durante la quale si prepara la micro piastra (da 96 pozzetti) lasciando che 
l’anticorpo primario (Capture Antibody, CA) si leghi al fondo e alla parete dei 
pozzetti. La piastra è stata incubata a 4°C overnight. Il giorno seguente sono stati 
effettuati 4 lavaggi con tampone di lavaggio (PBS 1X, Tween 20 0,05% pH 7,4) e 
per bloccare i siti aspecifici sono stati aggiunti in ogni pozzetto 200 μl di Assay 
Diluent Buffer A 1X fornito dal kit e la piastra è stata lasciata in agitazione a 200 
rpm per 1 ora a temperatura ambiente. Nel frattempo sono state preparate le 
diluizione seriali dello standard incluso nel kit in Assay Diluent Buffer A 1X a 
partire da una concentrazione nota più elevata: 500, 250, 125, 62,5, 31,3, 15,6 e 
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7,8 pg/ml. La piastra è stata nuovamente lavata 4 volte con tampone di lavaggio e 
incubata per 2 ore a temperatura ambiente in agitazione dopo aver aggiunto in 
ogni pozzetto100 μl dei campioni da saggiare e gli standard diluiti. Ogni 
campione è stato seminato in doppio. Dopo 4 lavaggi è stato aggiunto l’anticorpo 
secondario biotinilato 1:200 (Detection Antibody, DA) e la piastra è stata lasciata 
in agitazione per 1 ora a temperatura ambiente. Al termine dell’incubazione sono 
stati effettuati altri 4 lavaggi ed è stato aggiunto l’enzima avidina-HRP 1:1000 per 
30 minuti. Infine, sono stati effettuati 5 lavaggi ed è stata aggiunga in ogni 
pozzetto la TMB Substrate Solution. La piastra è stata lasciata al buio per 10-15 
minuti. La reazione è stata successivamente bloccata aggiungendo 100 μl di 
H2SO4 2N e l’assorbanza a 450 nm è stata registrata entro mezzora dall’aggiunta 
della soluzione. 
La quantificazione della molecola di interesse è stata estrapolata sulla base dei 
valori ottenuti dalla curva standard graficando le concentrazioni note dello 
standard in funzione delle corrispondenti densità ottiche. 
 
ANALISI STATISTICA 
Tutti i dati sono stati espressi come media ± errore standard (ES) della 
media; l’analisi statistica si è basata sul test t di Student e sul test ANOVA a tre 
varianti; sono stati considerati valori statisticamente significativi quelli con p (p 
value) <0.05 e p<0.01. 
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RISULTATI 
Analisi dell'effetto del CSE sulla crescita delle cellule A549. 
Al fine di valutare se il CSE abbia un effetto citotossico sulle cellule 
epiteliali alveolari, abbiamo trattato le A549 con concentrazioni crescenti di CSE 
(1%, 2,5%, 5%, 10%, 20%) e la percentuale di cellule apoptotiche è stata valutata 
determinando le cellule AV positive mediante il test di vitalità cellulare al 
citofluorimetro.  
Abbiamo osservato che il trattamento con il CSE causava l'apoptosi delle 
cellule epiteliali polmonari e l'entità di tale apoptosi era lieve e dose-dipendente. 
Infatti, la percentuale di cellule AV positive diminuiva all'aumentare della 
concentrazione di CSE utilizzata (Fig. 4). In seguito a test statistico, tale riduzione 
è risultata essere significativa per le concentrazioni 5%, 10% e 20% di CSE 
(rispettivamente 91,3 ± 0,6%, p<0,05; 90,2 ± 1,1%, p<0,05; 89,7 ± 0,9%, p<0,05)  
rispetto alle cellule non trattate (94,6 ± 1%). 
I dati ottenuti indicano che il CSE agisce come un fattore citotossico per le 
A549 inducendone stress cellulare e morte. Ciò ci fa supporre che il fumo di 
sigaretta potrebbe avere un ruolo cruciale nel provocare un danno tissutale 
mediante l’induzione della morte delle cellule dell’alveolo polmonare. 
 
CSE
%
 c
e
ll
u
le
 A
V
 p
o
si
ti
v
e
**
*
84
86
88
90
92
94
96
98
NT 1% 2,5% 5% 10% 20%
%
 c
e
ll
u
le
 A
V
 p
o
si
ti
v
e
 
FIG. 4. Il trattamento con il CSE causa apoptosi dose-dipendente delle cellule A549. 
Gli istogrammi rappresentano le percentuali di cellule A549 positive ad AV-FITC. Le cellule sono 
state trattate con concentrazioni crescenti di CSE per 24 ore. * indica  p<0,05 tra le cellule trattate 
con 5%, 10%, 20% di CSE e le cellule non trattate. I dati sono rappresentativi delle medie ± ES di 
5 esperimenti indipendenti. 
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Analisi dell'espressione di mediatori dell’infiammazione da parte delle A549 
in seguito al trattamento con CSE. 
Per testare l’ipotesi che il fumo di sigaretta, oltre a danneggiarle, 
contribuisce anche ad attivare le cellule epiteliali, abbiamo valutato, mediante RT-
PCR, se il CSE era in grado di indurre nelle A549 l’espressione di alcuni fattori 
noti per la loro capacità di modulare i processi infiammatori tra cui CC-chemokine 
ligand 2/Monocyte Chemotactic Protein-1 (CCL2/MCP1) e Receptor for 
Advanced Glycation End-products (RAGE). 
CCL2/MCP1 è una chemochina prodotta dalle cellule endoteliali ed epiteliali, dai 
monociti/macrofagi e dai fibroblasti. Possiede attività chemotattica nei confronti 
dei macrofagi e svolge un ruolo importante nello sviluppo della lesione 
infiammatoria acuta e cronica [43]. RAGE, invece, è un recettore di superficie 
espresso in molti tipi cellulari del polmone, in particolare fibroblasti, 
monociti/macrofagi e cellule epiteliali ed è in grado di indurre l’attivazione delle 
vie del segnale di MAPK, di NF-κB e di ROS [44]. 
L’analisi dei dati ottenuti dalla RT-PCR ha mostrato che il CSE, dopo 24 ore di 
trattamento, causava un significativo aumento dell’espressione di CCL2/MCP1 
già alla concentrazione di 5% rispetto alle cellule non trattate (1,52 ± 0,11 vs 1 ± 0  
p<0,05) (Fig. 5). 
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FIG. 5. Il CSE aumenta l'espressione genica della chemochina CCL2/MCP1. 
Istogrammi rappresentativi dei livelli di mRNA del gene CCL2/MCP1 nelle cellule A549 trattate 
con CSE 5% per 24 ore. I dati sono stati normalizzati rispetto alle cellule non trattate; * indica 
p<0,05 confrontato con le cellule non trattate. I dati sono rappresentativi delle medie ± ES di 4 
esperimenti indipendenti. 
 
 
 Inoltre, il CSE ad una dose ancora più bassa (1%) era in grado di indurre 
un significativo aumento dell’espressione genica di RAGE rispetto alle cellule 
non trattate (2,71 ± 0,3 vs 1 ± 0, p<0,05) (Fig. 6). Questi risultati ci suggeriscono 
che il fumo, oltre ad essere implicato nell’iniziale danno al polmone, potrebbe 
esercitare un importante contributo nell’attivazione delle cellule epiteliali 
stimolandole a produrre una serie di mediatori importanti nell’innescare la 
risposta infiammatoria. 
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FIG. 6. Il CSE a basse dosi induce l'aumento dell'espressione genica di RAGE. 
Istogrammi rappresentativi dei livelli di mRNA del gene RAGE nelle cellule A549 trattate con 
CSE 1% per 24 ore. I dati sono stati normalizzati rispetto alle cellule non trattate; * indica  p<0,05 
confrontato con le cellule non trattate. I dati sono rappresentativi delle medie ± ES di 4 esperimenti 
indipendenti. 
 
 
Analisi dell'espressione delle isoforme di IL32 nelle A549 in seguito al 
trattamento con CSE. 
Al fine di definire se il fumo abbia un ruolo nel modulare l'espressione di 
IL32 da parte delle cellule del polmone, abbiamo quantificato, mediante RT-PCR, 
i livelli di mRNA delle isoforme α, β e γ di IL32 nelle A549 trattate con 
concentrazioni crescenti di CSE secondo un time course di 4 e 24 ore. Tali 
tempistiche sono state scelte in base allo studio condotto da Alsaleh e 
collaboratori in cui è stato osservato che l'espressione genica di IL32 può essere 
precoce [7].  
I nostri risultati hanno evidenziato che i livelli di mRNA dell'isoforma β 
aumentavano dopo 4 ore di trattamento con CSE alle concentrazioni di 5%, 10%, 
20% (rispettivamente  0,96 ± 0,14,  1,19 ± 0,12,  1,14 ± 0,23) rispetto alle cellule 
non trattate (1 ± 0), tuttavia questo aumento era ancora lieve e non è risultato 
significativo per nessuna delle dosi di CSE utilizzate (Fig. 7 A). Dopo 24 ore di 
trattamento, invece, i livelli di espressione genica di IL32β nelle cellule trattate 
con 10% e 20% di CSE erano circa il doppio (rispettivamente 1,77 ± 0,16, p<0,01; 
1,75 ± 0,01, p<0,05) rispetto alle cellule non trattate (1 ± 0) e tale aumento è 
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risultato significativo per p<0,01 alla concentrazione di CSE 10% e p<0,05 alla 
concentrazione di CSE 20% (Fig. 7 B).  
Al contrario, l’indagine non ha evidenziato variazioni significative 
nell’espressione genica delle altre isoforme di IL32 analizzate, α e γ, dopo il 
trattamento con le stesse concentrazioni di CSE e alle diverse tempistiche (dati 
non mostrati).  
Questi risultati ci suggeriscono che il fumo potrebbe agire sulle cellule 
epiteliali anche modulando l'espressione di  IL32. In particolare, l’espressione 
dell’isoforma β è risultata essere particolarmente suscettibile all’azione del CSE. 
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FIG. 7. Il CSE induce un aumento dell'espressione genica di IL32β nelle A549. 
Istogrammi rappresentativi dei livelli di mRNA di IL32β nelle cellule A549 trattate con 5%, 10% e 
20% di CSE per 4 (A) e 24 (B) ore. I dati sono stati normalizzati rispetto alle cellule non trattate. I 
dati sono rappresentativi delle medie ± ES di 5 esperimenti indipendenti. 
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Analisi dell'espressione proteica di IL32 nelle cellule A549 trattate con CSE. 
In seguito, abbiamo condotto delle analisi di Western Blotting per studiare 
l'espressione proteica di IL32 nelle A549 dopo trattamento con CSE. Per 
confrontare i livelli proteici di IL32 osservati nelle cellule trattate con quelli 
riscontrati nelle cellule non trattate, abbiamo eseguito l'analisi densitometrica, 
utilizzando la β-actina come proteina di riferimento.  
In conformità con i dati ottenuti dall’analisi dell’espressione genica, 
abbiamo osservato che il CSE alle concentrazioni 10% e 20% induceva un 
aumento anche dell'espressione proteica di IL32 rispetto alle cellule non trattate. 
Tuttavia, in seguito ad analisi densitometrica e successiva analisi statistica, tale 
aumento non è risultato significativo (Fig. 8). Questi risultati ci suggeriscono che 
il fumo potrebbe agire sulle cellule epiteliali polmonari inducendo un aumento dei 
livelli proteici di IL32, ma per vedere un effetto significativo bisognerà 
considerare delle tempistiche più tardive.  
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Fig. 8. Livelli proteici di IL32 in A549 trattate con concentrazioni crescenti di CSE per 24 
ore. L’estrazione proteica delle cellule è stata effettuata come descritto nei materiali e metodi. Le 
proteine sono state sottoposte a SDS-PAGE e, successivamente, trasferite su  membrana di 
nitrocellulosa. Le proteine sono state rivelate con gli anticorpi anti IL32 e anti β-actina. Il grafico 
mostra i valori ottenuti dall'analisi densotometrica del rapporto IL32/ β-actina. 
 
 
 Infine, sono stati condotti dei test ELISA per valutare la presenza di 
IL32α nel sovranatante delle A549 in seguito al trattamento con CSE. Tale tipo di 
indagine non ha rilevato un aumento della secrezione della citochina dopo il 
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trattamento con il fumo per 24 ore (dati non mostrati) indicando che la produzione 
di IL32α potrebbe non essere mediata dall’azione del CSE oppure che le 
tempistiche utilizzate potrebbero non essere sufficienti alle cellule epiteliali per 
secernere IL32. 
 
Analisi  dell'apoptosi delle cellule A549 trattate con CSE e PAMPs. 
 In seguito, abbiamo condotto una serie di esperimenti in cui le cellule 
A549 sono state stimolate con CSE (5%) in combinazione con alcuni stimoli 
proinfiammatori noti per mediare le risposte dell’immunità innata e definiti   
PAMPs. La dose di CSE usata per questi esperimenti è stata scelta in base ai test 
di vitalità cellulare dal momento che rappresenta la dose minima necessaria ad 
indurre un effetto citotossico sulle A549. I PAMPs di cui abbiamo deciso di 
valutare l'effetto sono: il polyI:C, agonista del TLR 3 e analogo sintetico del 
dsRNA presente in alcuni virus; MDP e ieDAP, ligandi rispettivamente di NOD2 
e NOD1. Gli effetti della co-stimolazione dei PAMPs e del CSE sulla vitalità 
cellulare sono stati valutati con analisi citofluorimetrica dopo marcatura con AV-
FITC.  
Abbiamo osservato che il trattamento con il polyI:C riduceva la vitalità 
cellulare rispetto alle cellule non trattate (91,7 ± 0,4 vs 93,17 ± 0,2, p<0,05) di una 
quota paragonabile a quella indotta dal CSE (89,4 ± 0,5). Tuttavia, la co-
stimolazione delle A549 con il CSE e il polyI:C  non mutava significativamente 
l'entità dell'apoptosi data dai due stimoli usati singolarmente (87,40 ± 0,55) (Fig. 9 
A). Inoltre, l'MDP da solo non era in grado di indurre l'apoptosi delle A549 e la 
sua associazione con il CSE sembrava revertire gli effetti apoptotici del CSE 
stesso, riportando le percentuali di vitalità cellulare paragonabili a quelle delle 
cellule non trattate. Tuttavia, ad ora, questo dato non è risultato significativo e 
merita futuri approfondimenti (Fig. 9 B). Infine, abbiamo osservato che l’ieDAP 
da solo non induceva apoptosi cellulare e che il co-trattamento con CSE non 
mutava l'entità dell'apoptosi indotta dal CSE stesso (91,31 ± 0,19 vs 89,4 ± 0,5) 
(Fig. 9 C).  In conclusione, i risultati ottenuti individuano nel polyI:C un agente 
proinfiammatorio che potrebbe contribuire all’induzione dell’apoptosi delle 
cellule epiteliali, tuttavia non sembra esserci un effetto sinergico tra la sua azione 
e quella del CSE.  
 50 
85
87
89
91
93
NT 5% CSE polyI:C 5% CSE
+polyI:C
85
87
89
91
93
NT 5% CSE MDP 5% CSE
+MDP
85
87
89
91
93
NT 5% CSE ieDAP 5% CSE
+ieDAP
%
 c
el
lu
le
 A
V
 p
o
si
ti
v
e
%
 c
el
lu
le
 A
V
 p
o
si
ti
v
e
%
 c
el
lu
le
 A
V
 p
o
si
ti
v
e
B
A
C
*
*
*
*
*
*
 
 
FIG. 9. Valutazione dell'apoptosi nelle A549 in seguito a trattamento con CSE e PAMPs. 
Gli istogrammi mostrano le cellule positive ad AV-FITC, trattate con CSE 5% in combinazione 
con il polyI:C (1 μg/ml) (A), l’MDP (1 μg/ml) (B), e l’ieDAP (1 μg/ml) (C) per 24 ore. * indica  
p<0,05 confrontato con le cellule non trattate. I dati sono rappresentativi delle medie ± ES di 5 
esperimenti indipendenti. 
 
Valutazione dell'espressione delle isoforme di IL32 nelle A549 in seguito al 
trattamento con CSE e PAMPs. 
 Allo scopo di valutare la modulazione dell'espressione di IL32 in seguito 
al trattamento con i PAMPs, abbiamo analizzato, mediante RT-PCR e Western 
Blotting, i livelli di mRNA e l'espressione proteica rispettivamente, della citochina 
nelle cellule trattate con CSE 5% e con i diversi stimoli infiammatori. Dall'analisi 
dei risultati è emerso che 24 ore di trattamento con l’ieDAP provocavano un 
aumento dell'espressione genica di IL32β rispetto alle cellule non trattate (1,83 ± 
0,56 vs 1 ± 0, p<0,05). Tuttavia, la co-stimolazione tra l’ieDAP e il CSE non 
mutava l’entità di tale aumento (1,48 ± 0,44) evidenziando che non c’era un 
effetto sinergico tra i due reagenti nell’induzione dell’espressione di IL32 (Fig. 11 
C).  
Per quanto concerne gli altri PAMPs, utilizzati da soli o in combinazione 
con il CSE, essi non hanno prodotto variazioni significative nei livelli di mRNA 
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delle diverse isoforme della citochina dopo 4 (Fig. 10 A, B, C) e 24 ore (Fig. 11 
A, B) di trattamento.  
Allo stesso modo l’analisi di Western Blotting ha evidenziato che il 
trattamento delle A549 con i PAMPs sopra nominati è risultato essere inefficace 
nell'indurre significativi cambiamenti nei livelli proteici di IL32 dopo 24 ore di 
stimolazione (dati non mostrati).  
Infine, abbiamo indagato, mediante test ELISA, la presenza di IL32α nel 
sovranatante delle colture cellulari dopo 24 ore di trattamento con il CSE e i 
PAMPs. Le nostre analisi non hanno rilevato un incremento della secrezione della 
citochina in seguito a questo trattamento (dati non mostrati).  
I dati finora raccolti sembrano suggerire che tra i PAMPs utilizzati, 
l’ieDAP partecipi alla modulazione dell’espressione genica di IL32β individuando 
in questo fattore un meccanismo attraverso il quale IL32 potrebbe venire 
modulata durante la risposta immunitaria in caso di infiammazione; nonostante 
ciò, non è stato individuato alcun effetto sinergico con il CSE alle tempistiche 
analizzate. 
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FIG. 10. La co-stimolazione delle A549 con il CSE e i PAMPs non varia l'espressione genica 
di IL32β dopo 4 ore. 
Istogrammi relativi ai livelli di mRNA del gene IL32β nelle A549. Le cellule sono state trattate 
con 5% CSE ± polyI:C (1 μg/ml) (A), con 5% CSE ± MDP (1 μg/ml) (B) e con 5% CSE ± ieDAP 
(1 μg/ml) (C). I dati sono stati normalizzati rispetto alle cellule non trattate. I dati sono 
rappresentativi delle medie ± ES di 5 esperimenti indipendenti. 
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FIG. 11. La co-trattamento delle A549 con il CSE e l’ieDAP aumenta l'espressione genica di 
IL32β dopo 24 ore. 
Istogrammi relativi ai livelli di mRNA del gene IL32β nelle A549. Le cellule sono state trattate 
con 5% CSE ± polyI:C (A), con 5% CSE ± MDP (B) e con 5% CSE ± ieDAP (C). I dati sono stati 
normalizzati rispetto alle cellule non trattate. * indica  p<0,05 confrontato con le cellule non 
trattate. I dati sono rappresentativi delle medie ± ES di 5 esperimenti indipendenti. 
 
 
 
Analisi dell'espressione genica di IL32 nelle cellule A549 pre-trattate con 
CSE e stimolate con IL1β. 
 Al fine di valutare se il danno indotto dal fumo rendeva le cellule epiteliali 
più suscettibili all’azione indotta dagli stimoli proinfiammatori, abbiamo deciso di 
pre-trattare le cellule con il CSE e di stimolarle, successivamente, con IL1β, una 
citochina nota per la sua capacità di indurre la trascrizione di IL32 da parte di vari 
tipi cellulari. I livelli del trascritto sono stati quantificati mediante RT-PCR. Come 
ci aspettavamo, IL1β induceva un aumento dei livelli di mRNA di IL32α (18,1 ± 
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3,3, p<0,05), di IL32β (16,5 ± 3,4, p<0,05) e di IL32γ (19,2 ± 5,4, p<0,05) rispetto 
alle cellule non trattate (1 ± 0). Il nostro obiettivo successivo è stato quello di 
indagare se il pre-trattamento con il CSE seguito dalla stimolazione con IL1β  
amplificasse gli effetti di IL1β nell’induzione della trascrizione di IL32. Dai nostri 
dati è emerso che i livelli di mRNA di IL32β erano maggiori nelle cellule co-
stimolate con 5% e 10% di CSE (rispettivamente 30,9 ± 5,3, p<0,05 e 38,2 ± 6,1, 
p<0,05;) rispetto ai singoli trattamenti (Fig. 12 A, B, C).  
In conclusione, i dati suggeriscono che gli effetti del danno sulla cellula 
polmonare indotto dal fumo includono quello di rendere le cellule epiteliali stesse 
più suscettibili all’azione di IL1β nella modulazione dell’espressione di IL32β. 
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FIG. 12.  La co-stimolazione delle A549 con IL1β e CSE induce l'aumento dell'espressione 
genica di IL32. 
Il grafico mostra i livelli di mRNA delle 3 isoforme di IL32 α (A), β (B), γ (C) nelle cellule A549 
pre-trattate con CSE per 24 ore e, in seguito, stimolate con IL1β (10 ng/ml) per 4 ore. I dati sono 
stati normalizzati rispetto alle cellule non trattate. * indica p<0,05 confrontato con le cellule 
trattate con IL1β, ** indica p<0,01 confrontato con le cellule non trattate, # indica p<0,05 
confrontato con le cellule non trattate, ψ indica p<0,05 confrontato contemporaneamente con le 
cellule trattate con il 5% CSE ± IL1β, φ indica p<0,05 confrontato contemporaneamente con le 
cellule trattate con il 10% CSE ± IL1β. I dati sono rappresentativi delle medie ± ES di 3 
esperimenti indipendenti. 
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Valutazione dell'espressione proteica di IL32 nelle cellule A549 pre-trattate 
con CSE e stimolate con IL1β. 
 Parallelamente all’espressione genica, abbiamo valutato, mediante 
Western Blotting, anche l’espressione proteica di IL32 nelle cellule pre-trattate 
con il CSE (5%) e, in seguito, stimolate con IL1β. Abbiamo rilevato che i livelli 
proteici di IL32 aumentavano lievemente in seguito al trattamento con IL1β e un 
aumento della stessa entità si riscontrava anche nelle cellule che erano state pre-
trattate con il CSE prima della stimolazione con IL1β (Fig. 13).   
Tali dati ci suggeriscono che tempistiche più lunghe sarebbero necessarie 
per valutare l’andamento dell’espressione proteica di IL32 in seguito alla 
stimolazione con IL1β. 
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Fig. 13.  Livelli proteici di IL32 in A549 trattate con CSE e IL1β.  
Le cellule sono state pre-trattate con CSE 5% per 24 ore e, in seguito, trattate con IL1β per le 
successive 4 ore. Le proteine sono state sottoposte a SDS-PAGE e, successivamente, trasferite su  
membrana di nitrocellulosa. Le proteine sono state rivelate con gli anticorpi anti IL32 e anti β-
actina. Il grafico mostra i valori ottenuti dall'analisi densitometrica del rapporto IL32/β-actina. 
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Analisi dell'apoptosi delle cellule THP1 differenziate in macrofagi e stimolate 
con CSE. 
 Come già detto, la BPCO è una patologia che interessa diversi 
compartimenti cellulari tra cui i macrofagi alveolari. Per questo motivo, i 
successivi esperimenti sono stati condotti sui macrofagi ottenuti differenziando la 
linea monocitica THP1. Inizialmente, abbiamo valutato, mediante analisi 
citofluorimetrica, se il CSE avesse un effetto citotossico sui macrofagi simile a 
quello osservato nelle cellule alveolari. I macrofagi sono stati trattati con dosi 
crescenti di CSE per 24 ore e, in seguito, è stato valutato come variava la 
percentuale di cellule AV positive dopo il trattamento.  
Abbiamo osservato che il CSE induceva una diminuzione significativa 
nella vitalità cellulare rispetto alle cellule non trattate solo alle dosi più alte (20%) 
(75,8 ± 0,8% vs 88,3 ± 0,38%, p<0,01) (Fig. 14).  
Questi dati indicano che il CSE rappresenta un fattore citotossico per i 
macrofagi a dosi molto più elevate rispetto a quelle necessarie per danneggiare le 
cellule epiteliali polmonari. Ciò indica che i macrofagi sono poco suscettibili alla 
morte cellulare indotta dal CSE.  
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FIG. 14. I macrofagi sono suscettibili alla morte indotta da CSE solo ad alte concentrazioni. 
Gli istogrammi sono rappresentativi delle percentuali di cellule positive ad AV-FITC in seguito al 
trattamento con il CSE per 24 ore. Il CSE alla concentrazione di 20% induce una significativa 
riduzione della vitalità cellulare rispetto alle cellule non trattate. ** indica p<0,01 confrontato con 
le cellule non trattate. I dati sono rappresentativi delle medie ± ES di 4 esperimenti indipendenti.  
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Analisi dell'espressione di TNF-α da parte dei macrofagi in seguito al 
trattamento con CSE. 
Allo scopo di valutare quali sono gli effetti del trattamento dei macrofagi 
con il CSE sull’espressione e produzione delle citochine macrofagiche, abbiamo 
valutato, mediante RT-PCR, l’espressione di TNF-α, un fattore di crescita 
normalmente prodotto dai macrofagi e che gioca un ruolo chiave nei processi 
infiammatori.  
L’analisi dei dati ottenuti dalla RT-PCR ha mostrato che il CSE, dopo 24 ore di 
trattamento, causava un significativo aumento dell’espressione di TNF-α già alla 
concentrazione di 1% rispetto alle cellule non trattate (1,52 ± 0,11 vs 1 ± 0  
p<0,05) (Fig. 15). 
 Questi dati ci suggeriscono che il fumo è in grado di attivare i macrofagi a 
produrre citochine proinfiammatorie in risposta al danno. 
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FIG. 15. Il CSE aumenta l'espressione genica della citochina TNF-α. 
Istogrammi rappresentativi dei livelli di mRNA del gene TNF-α nei macrofagi trattati con CSE 1% 
per 24 ore. I dati sono stati normalizzati rispetto alle cellule non trattate; * indica p<0,05 
confrontato con le cellule non trattate. I dati sono rappresentativi delle medie ± ES di 4 esperimenti 
indipendenti. 
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Analisi dei livelli di espressione delle isoforme di IL32 nei macrofagi trattati 
con CSE. 
Allo scopo di valutare la modulazione dell'espressione di IL32 nei 
macrofagi da parte del CSE, abbiamo analizzato, mediante RT-PCR e Western 
Blotting, l'espressione genica e quella proteica rispettivamente, di IL32 nelle 
cellule trattate con concentrazioni crescenti di CSE per 24 ore. Abbiamo osservato 
che i livelli di mRNA di IL32α, β, γ aumentavano in seguito al trattamento con il 
CSE e che questo aumento era significativo per la concentrazione al 5% 
(rispettivamente 1,93 ± 0,11, p<0,05; 1,97 ± 0,47, p<0,05; 1,93 ± 0,06, p<0,05) 
rispetto alle cellule non trattate (1 ± 0) (Fig. 16 A, B, C).  
In seguito, l’analisi del Western Blotting ci ha permesso di studiare i livelli 
di proteina prodotta dalle cellule in seguito al trattamento con CSE. In conformità 
ai risultati ottenuti dall’analisi dell’espressione genica, abbiamo trovato che il 
trattamento con il CSE causava un aumento dell'espressione di IL32 già a basse 
dosi (1%). Tale incremento, tuttavia, non è risultato significativo (Fig. 17).  
Questi risultati ci suggeriscono che l’azione del fumo sui macrofagi 
potrebbe essere quella di attivare la produzione di IL32 innescando un’iniziale 
risposta infiammatoria.  
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FIG. 16. Espressione genica di  IL32α, β e γ nei macrofagi differenziati. 
Gli istogrammi corrispondono ai livelli di mRNA di IL32α (A), IL32β (B) e IL32γ (C) nelle 
cellule THP1 differenziate in macrofagi e trattate con concentrazioni crescenti di CSE per 24 ore. I 
dati sono stati normalizzati rispetto alle cellule non trattate; * indica p<0,05 confrontato con le 
cellule non trattate. I dati sono rappresentativi delle medie ± ES di 4 esperimenti indipendenti. 
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FIG. 17. Espressione proteica di  IL32 nei macrofagi differenziati. 
Le cellule sono state trattate con concentrazioni crescenti di CSE per 24 ore. Le proteine sono state 
sottoposte a SDS-PAGE e, in seguito, trasferite su  membrana di nitrocellulosa e rivelate con gli 
anticorpi anti IL32 e anti β-actina. Il grafico mostra i valori ottenuti dall'analisi densotometrica del 
rapporto IL32/β-actina. 
 
 
 
Analisi dell’apoptosi dei macrofagi in seguito a trattamento con CSE e 
PAMPs. 
 Di seguito, le cellule sono state trattate con il CSE (5%) in combinazione 
con alcuni PAMPs. I PAMPs utilizzati sono quelli impiegati nelle precedenti 
analisi e l'imiquimod, un'amina imidazolidinica agonista del TLR 7. L'entità 
dell'apoptosi è stata valutata mediante analisi citofluorimetrica in seguito a 
marcatura con AV-FITC.  
Abbiamo osservato che tra i PAMPs di cui abbiamo valutato l’effetto, 
l'imiquimod determinava una significativa riduzione della vitalità cellulare 
rispetto alle cellule non trattate dopo 24 ore (68,07 ± 0,68 vs 81,98 ± 0,04, 
p<0,01); inoltre, il trattamento contemporaneo dei macrofagi con l’imiquimod e il 
CSE ne riduceva ulteriormente la vitalità cellulare (34,5 ± 4,6) e questo effetto è 
risultato essere significativo anche rispetto al trattamento in singolo con il CSE e 
con l’imiquimod per p<0,05 (Fig. 18 B). Ciò suggerisce che esiste un effetto 
sinergico tra i due reagenti.  
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Inoltre, abbiamo notato che il co-trattamento del CSE con il polyI:C, 
l’MDP e l’ieDAP riduceva la vitalità cellulare del campione (rispettivamente 
62,74 ± 11, p<0,05; 63,4 ± 21, p<0,05; 56,01 ± 17, p<0,05) rispetto alle cellule 
non trattate (81,98 ± 0,04) dopo 24 ore (Fig. 18 A, C, D). Tuttavia, in questo caso, 
abbiamo evidenziato che il CSE non agiva in sinergia con lo stimolo 
infiammatorio nel ridurre la vitalità dei macrofagi. Questi dati ci suggeriscono che 
tra i PAMPs analizzati, l’imiquimod potrebbe essere un fattore che contribuisce in 
maniera rilevante al danno nei macrofagi. 
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Fig. 18. Valutazione dell'apoptosi nei macrofagi differenziati in seguito a trattamento con 
CSE e PAMPs. 
Gli istogrammi mostrano le cellule positive ad AV-FITC, trattate con CSE 5% ± polyI:C (A), 5% 
CSE ±  imiquimod (B), 5% CSE ± MDP (C) e con 5% CSE ± ieDAP (1 μg/ml) (D) per 24 ore. * e 
** indicano, rispettivamente, p<0,05 e p<0,01 confrontato con le cellule non trattate. # indica 
p<0,05 confrontato con le cellule trattate con imiquimod e ψ indica p<0,05 confrontato con le 
cellule trattate con il 5% CSE. I dati sono rappresentativi delle medie ± ES di 5 esperimenti 
indipendenti. 
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Analisi dell'espressione genica delle isoforme di IL32 nei macrofagi trattati 
con CSE e PAMPs. 
 Per definire la modulazione dell'espressione genica di IL32 in seguito al 
trattamento con i PAMPs precedentemente indicati, abbiamo indagato, mediante 
RT-PCR e Western Blotting i livelli di mRNA e di proteina rispettivamente, di 
IL32 nei macrofagi trattati con il CSE e i PAMPs. Precedentemente abbiamo 
dimostrato che il CSE induceva un aumento dei livelli di mRNA delle isoforme α, 
β e γ della citochina dopo 24 ore di trattamento. Con questa serie di esperimenti 
abbiamo evidenziato che, dei PAMPs presi in considerazione, solo l’MDP 
determinava un incremento dell'espressione genica delle isoforme α e γ 
(rispettivamente 1,5 ± 0,2, p<0,05; 1,76 ± 0,4, p<0,05) rispetto alle cellule non 
trattate (1 ± 0). Inoltre, la co-stimolazione delle cellule con il CSE e l’MDP non 
determinava un ulteriore aumento dei livelli di mRNA delle due isoforme rispetto 
ai singoli trattamenti (Fig. 19 A, B).  
Tali dati sono stati confermati dall’analisi di western Blotting in cui si è 
evidenziato che il co-trattamento dei PAMPs con il CSE non risultava capace di 
produrre significativi cambiamenti nei livelli di espressione della proteina dopo 24 
ore di stimolazione (dati non mostrati).  
I dati finora raccolti sembrano indicare che tra i PAMPs utilizzati, l’MDP 
partecipi alla modulazione dell’espressione genica di IL32, in particolar modo 
delle isoforme α e γ, individuando in questo fattore un meccanismo attraverso il 
quale IL32 viene prodotta dai macrofagi durante la risposta immunitaria in caso di 
infiammazione. Nonostante ciò, non è stato individuato alcun effetto sinergico con 
il CSE. 
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Fig. 19. Valutazione dell'espressione genica di  IL32α e γ nei macrofagi. 
Istogrammi relativi ai livelli di mRNA dei geni che codificano per IL32α (A) e γ (B) nelle cellule 
THP1 differenziate in macrofagi e trattate con il CSE 5% e l’MDP per 24 ore. I dati sono stati 
normalizzati rispetto alle cellule non trattate; * indica p<0,05 confrontato con le cellule non 
trattate. I dati sono rappresentativi delle medie ± ES di 4 esperimenti indipendenti. 
 
 
In seguito, abbiamo condotto dei test ELISA per valutare la presenza di 
IL32α nel sovranatante dei macrofagi in seguito al trattamento con CSE a 
concentrazioni crescenti e in combinazione con i PAMPs per 24 ore. Questa 
indagine non ha rilevato alcun aumento significativo della secrezione della 
citochina (dati non mostrati).  
Tutto ciò ci suggerisce che, sebbene alcuni stimoli infiammatori siano in 
grado di provocare delle alterazioni nell'espressione genica di IL32 la tempistica 
prescelta non ci permette di seguire eventuali variazioni della proteina secreta.  
 
Analisi dell'espressione genica di IL32 nei macrofagi pre-trattati con CSE e 
stimolati con IL1β. 
 Come negli esperimenti condotto nelle cellule A549, abbiamo deciso di 
pre-trattare i macrofagi differenziati con il CSE per 24 ore e stimolarli, 
successivamente, con IL1β per 4 ore. In seguito, abbiamo condotto delle RT-PCR 
per valutare i livelli di espressione genica di IL32 dopo il trattamento. Dall'analisi 
dei risultati ottenuti abbiamo osservato che IL1β era in grado di indurre l'aumento 
dell’espressione di IL32α, β e γ (rispettivamente 2,59, p<0,05; 2,55 ± 0,33, 
p<0,05; 2,55 ± 0,4, p<0,05) rispetto alle cellule non trattate (1 ± 0). 
Successivamente, abbiamo indagato se il pre-trattamento con il CSE rendeva le 
cellule più suscettibili all’effetto di IL1β: tale effetto era osservabile solo per 
l’isoforma β (3,17 ± 0,3, p<0,05) mentre è emerso che il pre-trattamento con il 
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CSE non induceva un aumento dell'espressione di IL32α e γ nei macrofagi 
rispetto alle cellule stimolate solo con IL1β (Fig. 20 A, B, C). Questi risultati ci 
fanno supporre che il CSE agisca sui macrofagi modulando l’espressione di IL32β 
rendendo le cellule più sensibili agli stimoli proinfiammatori.  
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FIG. 20.  IL1β e CSE inducono l'aumento dell'espressione genica di IL32. 
Il grafico mostra i livelli di mRNA delle 3 isoforme di IL32 α (A), β (B), γ (C) nei macrofagi 
differenziati. Le cellule sono state pre-trattate con il 5% di CSE per 24 ore e in seguito stimolate 
con IL1β per 4 ore. Il CSE induce l'aumento dell'espressione di IL32 nelle cellule trattate con 
IL1β. I dati sono stati normalizzati rispetto alle cellule non trattate; * indica p<0,05 confrontato 
con le cellule non trattate, ψ indica p<0,05 confrontato con le cellule trattate con 5% CSE e trattate 
con IL1β. I dati sono rappresentativi delle medie ± ES di 3 esperimenti indipendenti. 
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Analisi dell’espressione proteica di IL32 nei macrofagi pre-trattati con CSE e 
stimolati con IL1β. 
 Successivamente all’espressione genica, abbiamo valutato, mediante 
Western Blotting, anche l’espressione proteica di IL32 nelle cellule pre-trattate 
con il CSE (5%) e stimolate con IL1β. L’espressione della proteina aumentava in 
seguito al trattamento con IL1β e tale aumento si riscontrava, sebbene in forma 
minore, anche nelle cellule pre-trattate con il CSE. Inoltre, nelle cellule pre-
trattate con il CSE e stimolate con IL1β, l'aumento dell'espressione proteica è 
maggiore rispetto a quello che si riscontra nelle cellule trattate con la solo 
citochina anche se questo aumento non è risultato significativo (Fig. 21). In 
seguito abbiamo valutato, mediante test ELISA, la secrezione IL32α e abbiamo 
osservato che essa non era presente nel sovranatante delle colture cellulari. Tali 
dati ci suggeriscono che tempistiche più lunghe sarebbero necessarie per valutare 
l’andamento dell’espressione proteica di IL32 in seguito alla stimolazione con 
IL1β. 
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FIG. 21. Espressione proteica di  IL32 nei macrofagi. 
Le cellule sono state trattate con il 5% di CSE per 24 ore e, in seguito, con IL1β per 4 ore. Le 
proteine sono state sottoposte a SDS-PAGE e, in seguito, trasferite su  membrana di nitrocellulosa 
e rivelate con gli anticorpi anti IL32 e anti β-actina. Il grafico mostra i valori ottenuti dall'analisi 
densotometrica del rapporto IL32/β-actina. 
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DISCUSSIONE 
 
 In questo studio, utilizzando una linea cellulare di epitelio alveolare e una 
linea di monociti fatti differenziare in macrofagi, abbiamo dimostrato un ruolo 
della citochina proinfiammatoria IL32 in un modello in vitro di flogosi indotta 
dalla risposta al danno da fumo.  
L’IL32 è una citochina proinfiammatoria prodotta dai linfociti T, dalle 
cellule NK, dai monociti e dalle cellule epiteliali [1]. Numerosi studi hanno 
dimostrato che IL32 riveste un ruolo chiave in alcune malattie in cui è presente 
infiammazione come, per esempio, il morbo di Crohn, dove la citochina risulta 
over-espressa nelle cellule epiteliali del colon dei pazienti [5]; l’AR, dove è over-
espressa nel tessuto sinoviale dei pazienti [7]; la BPCO, una malattia 
caratterizzata dall’ostruzione delle piccole vie aeree dove l’IL32 risulta over-
espressa nell’epitelio polmonare e nei macrofagi alveolari dei pazienti fumatori 
rispetto a quelli non fumatori [8]. In questo progetto, abbiamo scelto la BPCO 
come modello per lo studio del ruolo di IL32 nel corso di infiammazione e 
nell’immunità innata. Infatti, la patogenesi della malattia non è chiara ma, 
recentemente, è stato ipotizzato che potrebbero essere coinvolti meccanismi di 
autoimmunità dal momento che è stata riscontrata una perdita di tolleranza verso 
alcuni auto-antigeni nel corso della malattia [34]. Esistono vari fattori di rischio 
che possono predisporre allo sviluppo della BPCO, il più importante dei quali è il 
fumo di sigaretta; alcuni studi in vitro hanno mostrato che esso danneggia le 
cellule epiteliali polmonari inducendone l’apoptosi [45].  
I nostri risultati confermano che il fumo è un potente fattore citotossico per 
le cellule epiteliali polmonari, infatti, già a basse concentrazioni il CSE ne induce 
l’apoptosi. Oltre a ciò, i nostri dati indicano che esso è in grado di attivare le 
cellule epiteliali inducendole a produrre mediatori proinfiammatori. Tra di essi, 
abbiamo individuato un aumento dell’espressione genica di CCL2/MCP1, una 
chemochina importante nel reclutamento dei macrofagi nel corso di 
infiammazione [43] e di RAGE, un recettore di superficie, abbondante nel 
polmone, che viene over-espresso in seguito ad un danno e in corso di 
infiammazione. In seguito all’attivazione per mezzo di specifici ligandi, esso è in 
grado di attivare le vie di NF-κB e di MAPK [44]. Il dato, a nostro avviso, più 
interessante è che il CSE agisce sulle cellule epiteliali alveolari inducendo un 
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aumento dei livelli del trascritto di IL32, in particolar modo della sua isoforma β. 
Dunque, questi primi risultati suggeriscono che l’epitelio polmonare danneggiato 
dal fumo potrebbe svolgere un ruolo iniziale fondamentale nell’innescare la 
risposta infiammatoria secernendo quei fattori deputati al reclutamento e 
all’attivazione delle cellule infiammatorie. Non solo, ma in risposta al danno e 
quindi in una fase precoce, esso stesso si è dimostrato in grado di produrre la 
citochina proinfiammatoria IL32.  
Numerosi studi sottolineano l’importanza di IL32 nella risposta immunitaria 
innata. L’immunità innata rappresenta la prima difesa del sistema immunitario 
contro i micrororganismi; le cellule dell’immunità innata sono i neutrofili, i 
macrofagi e le cellule NK. Questa risposta è mediata dai PPRs, una famiglia di 
recettori in grado di riconoscere molecole esogene di origine microbica. A questa 
famiglia di recettori appartengono i TLRs e i NLRs, presenti nelle cellule 
epiteliali, nei macrofagi, nelle cellule dendritiche e nei neutrofili, i quali attivano 
l’espressione di geni proinfiammatori attraverso le vie del segnale di NF-B e 
delle MAP chinasi  [41].  In particolare, uno studio recente ha dimostrato che 
IL32 agisce in sinergia con i NLRs, chiamati NOD1 e NOD2, per la sintesi di 
IL1β e IL6 nelle cellule polimorfonucleate di pazienti affetti da Morbo di Crohn 
[5]. Nel nostro lavoro, abbiamo analizzato gli effetti sulle cellule epiteliali 
dell’azione di alcuni agenti che stimolano la risposta infiammatoria legandosi ai 
TLRs e ai NLRs e chiamati PAMPs. I nostri risultati indicano che le cellule 
polmonari diventano più sensibili all’apoptosi indotta dal CSE dopo il co-
trattamento con i PAMPs. In particolare, questo effetto è stato individuato per il 
polyI:C e abbiamo individuato in esso un possibile agente capace di danneggiare 
le cellule epiteliali. Dall’altra parte, nonostante alcuni PAMPs fossero in grado, da 
soli, di indurre un aumento dell’espressione di IL32, tuttavia il loro co-trattamento 
con CSE, in generale, non è stato in grado di amplificarne l’effetto. 
Il dato più stimolante, invece, è senza dubbio emerso dal co-trattamento 
della A549 con CSE e IL1β. Infatti, abbiamo dimostrato che il CSE agisce in 
modo sinergico con IL1β nella modulazione dell'espressione genica di IL32β. 
Esistono alcuni studi che indicano che il fumo di sigaretta altera 
direttamente il metabolismo dei macrofagi alveolari inducendone l’apoptosi e 
aumentandone lo stress ossidativo [46].  
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I nostri dati, ottenuti dagli studi sui macrofagi differenziati in vitro, indicano che 
essi hanno una maggiore resistenza all'apoptosi indotta dal fumo, infatti, solo ad 
alte concentrazioni di CSE abbiamo riscontrato una riduzione significativa della 
loro vitalità cellulare. La soglia, tuttavia, si abbassava co-stimolandoli 
contemporaneamente con il CSE e con alcuni PAMPs, il che potrebbe significare 
che il CSE sia un fattore di stress per queste cellule poiché le rende più suscettibili 
all’azione di altri fattori proinfiammatori. Oltre a ciò, il fumo agiva sui macrofagi 
aumentando l’espressione di TNF-α, e, soprattutto, quella di IL32. 
Inoltre, la co-stimolazione con alcuni PAMPs (MDP) ha indotto un aumento 
dell'espressione di IL32 maggiore rispetto al trattamento in singolo. Questo effetto 
è stato osservato anche nel co-trattamento con IL1β. Questi ultimi risultati 
sembrano suggerire che un contesto infiammatorio può contribuire ad amplificare 
gli effetti indotti dal fumo sui macrofagi, in particolar modo l’aumento 
dell’apoptosi e l’aumento dell’espressione di IL32. 
In conclusione, i risultati ottenuti ci fanno ipotizzare che il compartimento 
epiteliale ha un ruolo iniziale nell’innescare la risposta al danno indotto dal fumo 
andando incontro ad apoptosi e attivazione e reclutando i macrofagi, i quali 
modulano la successiva risposta immunitaria. L’epitelio reagisce al danno 
producendo, tra i vari fattori infiammatori, l’IL32 che dunque avrebbe un ruolo 
già nelle fasi infiammatorie precoci. L’IL32 oltre che dall’epitelio, viene 
largamente prodotta anche dai macrofagi e la sua azione sembra venire 
amplificata dal contesto infiammatorio. 
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